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zejména v mediciné a potravinaiském primyslu. Genotyp M. villosa se jevi jako

multifunkéni, vykazoval vysoky obsah fenolickych latek a jeho extrakt mél nejvyssi
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Cile prace:

1.

Vypracovani literarni reSerSe s vyuzitim klicovych slov: silice, genotypy maty,
terpenoidy, fenolické slouceniny, antioxidacni aktivita, inhibice enzymu.

Izolace silic z vybranych genotypt maty pomoci hydrodestilace.

Srovnani slozeni silic jednotlivych genotypii maty pomoci plynové
chromatografie a kvantifikace fenolickych slouc¢enin v rostlinnych extraktech.

Stanoveni antioxidacni a antityrosinasové aktivity silic a extrakti maty.



1 UvVoD

Celed Lamiaceae (Hluchavkovité) patii mezi jedny z nejvyznamngj$ich rostlinnych
Celedi komercné vyuzivanych v potravinaiském a farmaceutickém prumyslu.
Vyznamnym rodem této celedi je rod Mentha (rod maty). NejdilezitéjSimi
sekundarnimi metabolity maty, které zodpovidaji za fadu biologickych uc¢inkl téchto
rostlin, jsou terpenoidy a fenylpropanoidy. Informace o poctu druhi maty nejsou
jednotné, existuje Sirokd fada genotypli maty, tedy individudlnich organismu s riznou
genetickou konstituci. V Evropé patifi mezi nejvice vyuzivané druhy Mentha piperita

(mata peprnd) a Mentha spicata (méata klasnatd).

Aromatické rostliny maty jsou pouzivany k izolaci silic, které jsou produkovany
specifickymi ¢astmi rostliny. Silice maji lipofilni charakter a vyznacuji se vysokym
obsahem monoterpeni a seskviterpenti, procentudlni zastoupeni téchto slozek je
rozdilné napfi¢ riznymi genotypy. Silice jsou casto vyuzivany v parfumerii,
aromaterapii ¢i tradicni mediciné. Nejcastéji je uzivana silice maty peprné, jedna
se o hybrid maty klasnat¢ a maty vodni. RostlindAm maty je pfisuzovéna fada
biologickych Uc¢inki. Je udavano, Ze maji antioxidacni, antibakteridlni a analgetické
ucinky. Jsou vhodné k uziti jako insekticidy. Rostliny maty maji také vasodilatacni
ucinky, vyuzivaji se jako podpora pfi [écbé horecky, k podpote traveni ¢i jako lokalni

anestetika. K témto uceliim jsou vyuzivany listy maty ¢i celé nadzemni ¢asti rostlin.

V posledni dob¢ je pozornost zamétena na volné radikély. Tyto latky jsou schopné
preménovat vyznamné slouceniny v organismu a meénit jejich funkci, hraji tak
vyznamnou roli v oxida¢nim stresu. Roli antioxidantil je vychytavat tyto volné radikaly
a snizovat oxidacni stres. Za antioxidacni aktivitu rostlin maty zodpovidaji predev§im
obsazen¢ fenolické slouceniny, jednd se zejména o fenolické kyseliny a flavonoidy.
Antioxidac¢ni aktivita rostlin maty muze byt stanovena fadou metod, naptiklad
metodami vyuZzivajicimi radikaly ABTS, DPPH ¢i metodou ORAC. Zkoumany jsou
také uc¢inky maty na inhibici enzym, z ¢ehoz vyplyva mozné budouci uziti téchto bylin

v prumyslu. Zejména latky s antityrosinasovou aktivitou maji Siroké vyuziti v medicing.
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 Rod maty

Rod maty je zatazovan do celedi Lamiaceae (Hluchavkovité), pod€eledi Nepetoideae,
tribus Mentheae. Kosmopolitné rozsifena Celed Lamiaceae patii do tadu Lamiales
(Hluchavkotvar¢) a zahrnuje ptiblizn€¢ 220 rodt a 3300 druhti (Hawryl et al., 2015).
Celed Lamiaceae se vyznatuje vysokym obsahem polyfenolti a je zndma pro své
antioxidacni U¢inky. Mezi farmaceuticky nejvyznamnéjsi rody Celedi Lamiaceae patii
Rosmarinus (Rozmaryn), Lavandula (Levandule), Melissa (medunka), Thymus
(matetfidouska) a Mentha (Mata). Rod maty zahrnuje pfiblizné 25 druhd, které jsou
kosmopolitn€ rozsifeny zejména v mirnych podnebnych oblastech (Celenk et al., 2008).
Mata je ovSem rod velmi proménlivy a udaje o po¢tu druhli nejsou jednotné. Diky
Castym hybridizacim a vysoké variabilit¢ v morfologickych znacich existuje velké

mnozstvi genotypli maty.

Rostliny jsou charakteristické pro své specifické aroma. Jednd se o trvalé byliny
Siroce vyuzivané v potravindiském prumyslu, v medicing, v kosmetickém odvétvi
a ve farmaceutickém primyslu. Rostliny maty maji nejcastéji vétvenou lodyhu,
kvétenstvi byva husté a kvéty se vyznacuji malou velikosti. Lodyha méa obvykle
Ctythranny tvar. Kvéty jsou v naprosté vétSiné oboupohlavné. Kalich je pravidelny
a je rozdélen do cipt trojuhelnikového tvaru. Vzrist rostlin mtize dosahovat az 120 cm.
Diky tendenci rodu maty rychle a nekontrolovan¢ se rozsifovat ve vlhkych ptidach jsou

rostliny zafazovany mezi invazivni (Brahmi et al., 2017).

Mata muze byt vyuzivana bud’ ve své piirodni formé¢, nebo jsou rostliny vyuzity
k produkci extraktd ¢i silic. Silice maty jsou lipofilni latky produkované
specializovanymi rostlinnymi pletivy zvanymi zlaznaté trichomy. Silice se vyznacuji
obsahem té€kavych organickych latek, jako jsou flavonoidy, terpenoidy a fenolické
kyseliny. Obecné slouzi tyto latky rostliné k pfildkani opylovaci a jako ochrana
pted parazity, patogeny a bylozravci (Dudavera ef al., 2004). Majoritnimi slozkami silic
maty jsou monoterpeny, seskviterpeny a jejich derivaty. Zastoupeni téchto latek se 1isi
mezi jednotlivymi genotypy a je také zavislé na ro¢nim obdobi (Hajlaoui et al., 2010).
Antioxidacni aktivitu vykazuji jak silice, tak i extrakty ziskané z rostlin maty. Hlavnimi
slozkami v rostlindch maty odpovidajicimi za antioxidac¢ni aktivitu jsou fenoly,

karotenoidy a kyselina askorbova (Capecka et al., 2005).
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Silice maji Siroké pouziti ve vyrobé 1é¢iv a parfémi. Uz od praddvna jsou rostliny
maty vyuzivany pro své pfiznivé uCinky na lidsky organismus, poskytuji ulevu
pii onemocnénich jako nachlazeni, chfipka a pii problémech s travenim (Therdthai
a Zhou, 1994). Rostliny maty maji vyznamné terapeutick¢ 0cCinky, maji charakter
v lékatstvi (Shaikh ef al., 2014). Vyznamny je jejich spasmolyticky Gc¢inek (uvoliuji
hladké svalstvo).

2.1.1 Genotypy maty

2.1.1.1 Pivodni druhy maty

Z hlediska taxonomie je rozliSovano pét pivodnich euroasijskych a africkych druht
rodu maty — M. arvensis L., M. aquatica L., M. spicata L., M. longifolia L.,
M. suaveolens L. Tyto ptivodni druhy hybridizovaly za vzniku velké fady dnes znamych

genotypul.

Jednim z nejvyznamnéjSich druht je Mentha spicata (mata klasnata). Tato rostlina
dosahuje vySky az 100 cm a jeji stonek ma ctvercovy tvar. Je Siroce vyuzivana
v potravinaiském primyslu jako ochucovadlo, k vyrobé zubnich past a napoji. Jejim
dal§$im vyznamnym uZzitim je vyroba agrochemikalii. Hlavnimi komponenty silice
Mentha spicata jsou limonen, karvon, o-terpinen a isokaryofylen (Chauhan, 2009).
Silice maty klasnaté inhibuje kli¢eni a rast Sirokolistého plevele (Chalkos ef al., 2010).
Tento ucinek muze byt zuzitkovan pii skladovani zemédélskych plodin, napiiklad

brambor (Coleman et al., 2001).

Mentha aquatica (mata vodni) roste na bfezich vodnich ploch. Spolu s Mentha
spicata vytvari sterilni hybrid Mentha piperita. Oddenky maty vodni maji plazivé
prizemni vybézky. Kvéty se vyznacuji malou velikosti a fialovym zbarvenim, lodyha
byva vysoce vétvena a je Casto porostld chlupy. Rostliny dortstaji vysky az 90 cm.
Majoritni slozkou silice maty vodni je menthofuran (11,4-33 %) (Baser et al., 1999;

Lawrence, 1978).

Mentha longifolia neboli mata dlouholistd (synonymum Mentha spicata
var. longifolia) dorasta vysky okolo 100 cm. Barva kvéth je svétle fialova az rizova

a oddenky rostliny maji podzemni vybézky. Jedna se o genotyp rostouci v blizkosti
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vodnich toki. Jejich plodem jsou tvrdky, které maji hnédé zbarveni. Majoritnimi
slozkami silice jsou cis-piperiton oxid, trans-piperiton oxid a karvon (Lawrence, 1978;

Baser et al., 1999).

Genotyp Mentha suaveolens (mata vonnd) je typicky pro jizni a zapadni Evropu.
Vlastnostmi je podobny genotypu Mentha spicata a dosahuje vySky az 100 cm.
Od ostatnich genotypil je snadno rozpoznatelny specifickou ovocnou viini, kvéty maji
bilé nebo svétle rGzové zbarveni. Hlavnimi slozkami silice jsou piperiton oxid

a piperitenon oxid (Lawrence, 1978).

Mentha arvensis (mata rolni) dosahuje vysky 0,5 - 1 m. Jednd se o rostlinu
neptivodni Ceské republice (archeofyt). Vyznaéuje se velkou proménlivosti, na riiznych
stanovistich 1ze pozorovat odliSnou vysku rostlin, velikost kveéth a tvar listd.
Zkouménim silice byla zji§téna velka variabilita slozek. Castou majoritni slozkou silice
je menthol, mezi slouCeniny vyskytujici se v této silici patii také linalool, terpinen-4-ol,

B-pinen a isokaryofylen (Lawrence, 2007).
2.1.1.2 Mata peprna

Vyznamnym zastupcem rodu maty je Mentha piperita (mata peprnd). Jedna se o hybrid
Mentha spicata a Mentha aquatica (Tiwari, 2016). Rostliny dosahuji vySky az 100 cm.
Lodyha byva vzpfimena a vyznacuje se slabym ochlupenim. Kvéty jsou rizové. Listy
obsahuji az 2 % silic. Velké mnozZstvi studii odhalilo vice nez 300 slozek silic maty
peprné. Silice b&zné obsahuje menthol (30-55 %), dale menthon (14-32 %),
menthofuran a pulegon (Kumar et al, 2011). Vyznacuje se vyznamnymi
antioxida¢nimi, antimikrobialnimi a protinddorovymi ucinky. Majoritni slozky menthol
a menthon jsou zodpovédné za typickou chut’ a aroma, pulegon plsobi jako ptirodni
insekticid. Diky své pfijemné chuti je bylina vyuzivdna k vyrobé ¢ajii a dochucovadel.

Ma anestetické ucinky a vyuziva se také pii vyrazkach.

Jednou z odrid maty peprné je Mentha piperita cv. ‘Perpeta’. Jedna se o domaci
kultivar s niz§im vzristem. Listovy fapik ma fialové zbarveni. Vyznacuje se vysokym
obsahem silice. Nejcastéjsi je jeji vyuziti v potravinafstvi jakozto ochucovadlo
nebo k pripraveé Caju. Je nachylna k napadeni rzi matovou, coz se projevuje vznikem
rezavych skvrn na listech rostlin. Toto onemocnéni je zptisobeno rostlinnym patogenem

Puccinia Menthae.
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Mentha piperita var. citrata je genotyp vySlechtény z maty peprné. Jejimi synonymy
jsou Mentha aquatica var. citrata a Mentha citrata. Vyznafuje se pronikavou
citrusovou vuni. Tento genotyp je podobny druhu Mentha aquatica. Dorusta vysky
az 60 cm. Majoritnimi slozkami silice Mentha citrata jsou linalyl acetat (14,8-60 %)
a linalool (19-51,5 %) (Bahl et al., 2000; Lincoln et al., 1986). Mezi nejcastéjsi vyuziti

silic patii odvétvi parfumerie.

Genotyp Mentha piperita ‘Bergamotova‘ je typicky pro své bergamotové aroma
(voni jako ovoce Citrus bergamia). Kvéty maji rizovou barvu. Jedna se o sterilni
hybrid, v pfirod¢ se bézn¢ nevyskytuje a dortista vysky az 60 cm. Nenese stopy hotkosti

a je tedy vhodny pro vyuziti k potravindiskym acelim.
2.1.1.3 Dalsi genotypy maty

Mentha pulegium (Polej obecnd) je genotyp typicky pro jihozapadni a sttedni Evropu.
V Ceské republice se zafazuje mezi kriticky ohroZené a chranéné genotypy. Rostliny
dosahuji vysky 40 cm a maji zejména nadzemni vybézky. Silice je typickd pro vysoky
obsah pulegonu a nejCastéji je vyuzivdna jako insekticid. Vykazuje toxické ucinky,

pii vyssich koncentracich mtize dojit po poziti u t€hotnych Zen k vyvolani potratu.

Mentha cervina dortsta vysky 0,3 m, jeji kvéty maji rizovo-fialové zbarveni a listy
se vyznacuji drobnou velikosti. Jedna se o genotyp piibuzny Mentha pulegium.
Pro silici je typicky vysoky obsah pulegonu a dale se vni také vyskytuji latky
piperitenon, isomenthon, menthon a mentyl acetat (Lawrence, 1978). Silice M. cervina
se sklada ptfedevSim z monoterpenti. Z hlediska vyuZziti je vyznamné ochucovani
potravy, kdy je silice vyuzivana spolu s M. pulegium nebo jako jeji nahrada.
Pro své ptiznivé ucinky je také M. cervina vyuzivéna pii problémech se zazivanim
nebo pfi zdnétech dychaciho systému. Genotyp je pokladan za téméi ohrozeny kvili

rychlému poklesu populace (Miguel et al., 2016).

M. villosa (mata hunatd) je genotyp vznikly kfizenim M. spicata a M. suaveolens.
Listy maji svétle zelenou barvu a jsou husté pokryty chloupky, barva kvéta je svétle
rizova. Majoritni slozkou silice je karvon, pfitomné je také vysoké mnozstvi piperiton
oxidu a piperitenon oxidu (Lawrence, 2007). Z hlediska vyuziti je vyznamné

ochucovani potravin, piiprava ¢aju a aplikace v tradi¢ni medicing.
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Mentha microphylla (mata klasnatd vychodni) je synonymem genotypu Mentha
spicata subsp. condensata. Jedna se o poddruh maty klasnaté, ktery pravdépodobné
vznikl kiizenim M. longifolia a M. suaveolens. Tento genotyp je ptivodni jizni Evropé.
Lodyha je husté porostla chlupy Sedé barvy. Hlavni slozkou silice je karvon (Lawrence,

1978).
2.2 Sekundarni metabolity rostlin

Rozdil mezi primarnimi a sekundarnimi metabolity rostlin spoc¢ivd v tom, Ze primarni
metabolity jsou oproti sekunddrnim nezbytné pro zékladni Zivotni procesy rostlin.
Mezi primarni metabolity patfi nukleové kyseliny, sacharidy, aminokyseliny, lipidy
a meziprodukty katabolickych a anabolickych reakci probihajicich ve vSech Zivych
organismech. Sekundarni metabolity nemaji pfimy metabolicky vyznam a vyskytuji
se pouze u nekterych rostlinnych celedi. Jedna se zejména o terpenoidy, flavonoidy,
fenylpropanoidy, aminy a alkaloidy. Jejich nejvyznamnéjsi funkci je pftilakani
opylovact a dale také slouzi jako ochrana rostliny pfed patogennimi mikroorganismy.
Nejcastéji jsou tyto latky vyuzivany ve farmaceutickém pramyslu (antibiotika),

v prumyslu potravinaiském (barviva) a v zeméd¢lstvi jako insekticidy (Heldt, 2005).

Rostliny maty se vyznacuji obsahem vice skupin sekundarnich metabolitii, jedna
se zejména o terpenoidy a fenolické sloucCeniny. Silice maty obsahuji terpenoidy
(monoterpeny, seskviterpeny a jejich derivaty). Hlavnimi fenolickymi slozkami maéty

jsou fenylpropanoidy (zejména flavonoidy) a fenolické kyseliny. (Fialova et al., 2014).
2.2.1 Terpenoidy a jejich syntéza

Terpenoidy tvoii jednu z nejvyznamnéjSich skupin sekundarnich metaboliti rostlin.
Dal$im pouzivanym nézvem jsou isoprenoidy, jelikoz rozkladem terpenoidii dochazi
ke vzniku isoprenu (2-methyl-buta-1,3-dien). Existuji dvé mozné cesty biosyntézy
terpenoidu, cesta mevalonatova (Obr. 1) a methylerytritolfosfatova (Obr. 2). Biosyntéza
terpenoidlt probiha v endoplazmatickém retikulu, v plastidech a v mitochondriich
rostlin. Zakladnimi stavebnimi jednotkami jsou pétiuhlikaté latky isopentenyldifosfat
nebo dimethylalyldifosfat (Nagy et al, 2011). Biosyntéza mtze byt rozdélena do Ctyt
obecnych krokd. V prvnim kroku dochéazi ke vzniku isopentenyldifosfatu (IPP).
V dalsim kroku probihaji postupné adice IPP, ve tfetim kroku dochazi k cyklizaci
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a vznikaji kostry terpenoidu. V poslednim kroku dochazi k modifikacim (hydroxylace,
oxidace) za vzniku vlastnich terpenoidii (Heldt, 2005).

Vychozi latkou pro syntézu isopentenyldifosfatu mevalondtovou cestou
je acetylkoenzym A. Ze tii molekul acetylkoenzymu A vznikd 3-hydroxy-3-
methylglutarylkoenzym A, ktery je redukovan za vzniku kyseliny mevalonové,
zniz vznikd isopentenyldifostat (IPP). Muze dochazet kizomerizaci IPP
na dimethylalyldifostit (DMAPP). Mevalonatova draha je lokalizovdna v cytosolu

a slouzi k syntéze sterolti a nékterych seskviterpend.

HyC pH o H3C pH
3x CH,COSCoA ——=> HOOCM —— Hooc\>fv\
SCoA OH
acetylkoenzym A 3-hydroxy-3-methylglutarylkoenzym A kyselina mevalonova
CH; CH4 HaC QH
)\/\ e )\/\ HOOC\>:\/\
H,C OPP H,C OPP oPp
dimethylalyldifosfét (DMAPP) isopentenyldifosfat (IPP) difosfdat kyseliny mevalonové

Obr. 1 Mevalonatova cesta biosyntézy terpenoidi. Upraveno dle: Nagy et al., 2011.
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Druhou mozZnou cestou biosyntézy terpenoidii je draha methylerytritolfosfatova,
ktera je lokalizovéana v plastidech. Prekurzory jsou latky pyruvat a D-glyceraldehyd-3-
fosfat. V prvnim kroku dochézi k adici pyruvatu na thiamindifosfat za vzniku derivatu
hydroxyethylthiaminu. Nasleduje transketolasova reakce s D-glyceraldehyd-3-fosfatem
a vznikd 1-deoxy-D-xylulosa-5-fosfat, ktery je redukovan na 2-methyl-D-erythritol-4-
fostat. Nasleduji dva redukéni kroky, dehydratace a fosforylace a vznikd produkt
isopentenyldifosfat. Tato draha probiha v plastidech a slouzi k syntéze monoterpent

(naptiklad pinenu a limonenu), diterpenti a tetraterpenti (Heldt, 2005).

kyselina pyrohroznovd

N oP
H3C
thiamindifosfat
glyceraldehyd-3-fosfat
s / 3 H
0 ~op
- Rt - N S
A -
H o SNop ~op = o OPP
N
\ L/ HC
N
2-methyl-D-erythritol-4-fosfat 1-deoxy-D-xylulosa-5-fosfat H3C
T o “opp CH  “opp
4-hydroxy-3-methyl-2-butenyldifosfat dimethylalyldifosfat (DMAPP)
L e D
G CHy “opp

isopentenylalyldifosfdt (IPP)

Obr. 2 Methylerytritolfosfatova cesta biosyntézy terpenoidd. Upraveno dle: Nagy et al., 2011.
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2.2.1.1 Skupiny terpenoidi a jejich vyskyt v silici maty

Terpenoidy jsou rozd€lovany dle poctu isoprenoidnich jednotek na hemiterpeny,
monoterpeny, seskviterpeny, diterpeny, sesterpeny, triterpeny, tetraterpeny
a polyterpeny. Silice maty obsahuji monoterpeny a seskviterpeny. Monoterpeny jsou
slouceniny obsahujici deset uhliki. Vznikaji spojenim dvou IPP, produktem
je geranyldifosfat (GPP). Ten muze byt izomerizovan na linalyldifosfat (LPP).
Modifikacemi téchto dvou latek vznikaji acyklické, monocyklické a bicyklické
monoterpeny. Se seskviterpeny tvoii monoterpeny vyznamné slozky silic rostlin,

zejména Celedi Lamiaceae (Hluchavkovité) a Asteraceae (Hvézdnicovité).

NejvyznamnéjS$imi acyklickymi monoterpeny obsazenymi v silicich maty jsou
linalool, linalylacetat a nerol. Monocyklické monoterpeny jsou nejcastéji odvozené
od p-menthanu. Vyjimku tvoii p-cymen, ktery je aromaticky (Velisek a Hajslova,
2009). V silicich maty je obsazeno velké mnozstvi monocyklickych monoterpent, jedna
se napiiklad o limonen, a-terpinen, y-terpinen, p-cymen, thymol, karvon, eukalyptol
a menthol. Menthol je hydroxyderivat, ktery tvoifi az 45% silice maty peprné.
Vyznacuje se antiseptickymi u¢inky. M4 Ctyfi ptfirodni stereoisomery, jsou to menthol,
neomenthol, isomenthol a neoisomenthol (Obr. 3). Vsilicich jsou dale obsazeny
prislusné ketony menthon a isomenthon (Obr. 4), které mohou byt esterifikovany

na mentyl acetat ¢i isomentyl acetat (Nagy et al., 2011).

OH
HaC CH; H4C TCH3 HiC™ CHa
menthol neomenthol neoisomenthol

Obr. 3 Ptirodni stereoisomery mentholu.
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menthon somenthan menthyiacetat izomenthylacetat

Obr. 4 Strukturni vzorce ketonti mentholu a produkty jejich esterifikace.

Nejvyznamnéjsi bicyklické monoterpeny jsou derivaty pinenu (o-pinen a B-pinen),
thujen, kamfen a fenchon. Thujen se vyskytuje v pfirodé ve formé dvou izomerd
(a-thujen a B-thujen) a je obsazen pouze u ¢asti genotypl maty. Jednd se o latku

s neurotoxickymi ucinky.

Seskviterpeny se skladaji z 15 uhliki a vychozi slouceninou pro jejich syntézu
je farnesyldifosfat. Mohou byt acyklické, mono- ¢i dicyklické. Nejcastéji jsou v silicich
maty pfitomny seskviterpeny isokaryofylen, germakren, humulen a kadinen. Vyznamny
je také farnesen, ktery ma dva stereoisomery a je vyuzivan v tradicni mediciné k 1écbé

kasle a astmatu.
2.2.2 Fenylpropanoidy

Fenylpropanoidy jsou zatazovany mezi Sikimaty. Spolecnou vlastnosti téchto latek
je pritomnost nejméné jednoho orto-disubstituovaného fenylu v molekule, nejcastéji
byva substituentem hydroxylova skupina (Nagy et al, 2011). Do této skupiny je
zafazovana velka fada derivati fenold, naptfiklad kumariny, lignany a flavonoidy.
Sikimaty maji vyznamné funkce v rostlinach, maji stavebni funkci, slouZi k ptilakéani
opylovacii a mohou pulsobit jako piirodni pesticidy. Jednd se o latky vznikajici
Sikimatovou biosyntetickou cestou. Kyselina Sikimova (3,4,5-trihydroxy-cyklohex-1-
en-1-karboxylova kyselina) je vyznamnym primdrnim metabolitem rostlin. Vychozi
latky pro syntézu fenola Sikimatovou cestou pochazi z glykolyzy a pentosafosfatového
cyklu. Prvnim cyklickym produktem cesty je kyselina 3-dehydrochinova, ktera je poté
pfeménovana na kyselinu Sikimovou. Ta muize byt aktivovana a preménéna
ptes kyselinu chorizmovou na vyznamny meziprodukt kyselinu prefenovou, kterd mize
byt vychozi latkou naptiklad pro syntézu aminokyselin fenylalaninu, tyrosinu

a alkaloidu.
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Molekula fenylpropanoidii méa dvé ¢asti, z cehoz se odviji ndzev této skupiny. Prvni
je jednotka C6 (fenyl), druhou jednotkou vedlejsi C3 fetézec. Obecné je mozné pokladat
fenylpropanoidy za vychozi skupinu tvorby ostatnich skupin Sikimat. Uskupeni C6-C3
je pfitomno i1 u flavonoidii a kumarinii (Nagy et al., 2011). Mezi Sikimaty patii
napiiklad hydroxykumariny, fenylpropeny, ligniny, derivaty kyseliny benzoové,
flavonoidy, jednoduché fenoly a naftochinony. NejvyznamnéjSimi zastupci
fenylpropanoidi jsou kyselina skoficova, kyselina p-kumarovéd a kyselina kavova.
Kyselina skotficova vznika deaminaci fenylalaninu, zatimco deaminaci tyrosinu dochazi

ke vzniku kyseliny p-kumarové.

Fenylpropeny tvoii vyznamnou soucast silic rostlin. Jsou zodpovédné za typickou
vini silic diky tékavym vlastnostem, které jsou zpusobeny zejména nizkou
molekulovou hmotnosti a nizkou polaritou téchto latek. Mezi nejvyznamnéjsi zastupce
fenylpropent vyskytujicich se v silicich maty patii anethol a eugenol (Obr. 5). Jedna se

o latky vyuzivané pro své antiseptické vlastnosti a k vyrob¢ parfémau.

HiyC— f}\
D—"I:: j HO __{;_.'f’_":}_
H’;C; \—/ j\‘ CHy =/ \ZCH:
ansthol eugenol

Obr. 5 Strukturni vzorce fenylpropenti anetholu a eugenolu.
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Mezi nejvyznamnéjsi derivaty kyseliny benzoové patii kyselina salicylova, kyselina
gallovd a kyselina p-hydroxybenzoova, jejiz syntéza vychazi zkyseliny
p-kumarové. Derivatem kyseliny salicylové je kyselina acetylsalicylova, ktera

je vyuzivana ve farmaceutickém primyslu jako antipyretikum.

Flavonoidy se fadi mezi nejrozsitenéjsi sekundarni metabolity rostlin. Jsou odvozené
od benzopyranu (chromanu) s postrannim fenylem v polohdch C-2 nebo C-3
(Macholéan, 2003). Obecné jsou tyto slouceniny rozpustné ve vodé a maji Casto zluté
zbarveni. Tti zakladni struktury flavonoida jsou flavon, flavonol a flavonon (Obr. 6).
Déle byvaji rozeznavany skupiny flavonoidi s dihydroflavonolym a isoflavonovym

skeletem. Mezi flavonoly je zafazovan kvercetin, ktery se vyznacuje antioxidacni

favon flavonol flavanan

aktivitou. Ptikladem latky s flavononovym skeletem je naringenin.

Obr. 6 Zakladni skelety flavonoidu.
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2.2.3 Alkaloidy

Alkaloidy jsou sekundarni metabolity odvozené z aminokyselin a vyznacuji se tim,
ze obsahuji jeden ¢i vice heterocyklicky vazanych dusikii. Alkaloidy mohou byt
obsazeny v houbach (Penicillum, Aspergillus), nejcastéji se ovSem vyskytuji u mnoha
Celedi krytosemennych rostlin, zejména u celedi Lilkovitych, Makovitych,
Dristalovitych a Liliovitych. Alkaloidy maji silny fyziologicky ucinek, rostlindm slouzi
jako ochrana pfed mikroorganismy a od pradavna byly vyuzivany k produkci jeda
a 1éCiv. Naprosta vétsina je opticky aktivni a mé bazicky charakter. Alkaloidy mizeme
rozdélit dle jejich podstaty na alkaloidy odvozené od ornitinu, lysinu, kyseliny
asparagoveé, tyrosinu, tryptofanu, histidinu, argininu, kyseliny anthranilové. Mohou také

vznikat transamina¢nimi reakcemi (Nagy et al., 2011).

Mezi nejvyznamnéj$i alkaloidy odvozené od ornitinu patii alkaloidy tabaku
a tropanov¢ alkaloidy. Nikotin je tvofen v kotfenech rostliny Nicotiana tabacum (tabak
virginsky). Jedna se o vysoce navykovou latku, kterd je Siroce vyuzivana k produkci
tabdku. Diive byl nikotin pouzivan jako pesticid. Mezi tropanové alkaloidy patii
atropin, skopolamin a kokain. Atropin je obsazen v ruliku zlomocném (Atropa
belladona) a v nizkych davkach rozsifuje zornice, proto je vyuzivan v o¢nim Iékafstvi.
Koniin je alkaloid s piperidinovym cyklem odvozeny od lysinu. Jedna se o silny jed,
ktery zplisobi ochrnuti svalstva. Biosyntéza morfinu probiha z tyrosinu. Morfin je latka
s narkotickymi u¢inky a jejim methyletherem je kodein, ktery se vyuziva pro 1écbu
kasle. Acetylaci dvou hydroxylovych skupin morfinu dochazi k tvorbé heroinu,

¢imz dojde k n€kolikandsobnému zvétSeni ucink (Macholan, 2003).

Mezi alkaloidy odvozené od tryptofanu patii napiiklad chinolinovy alkaloid chinin.
Jedna se o latku s antipyretickymi U¢inky vyuzivanou v 1é€b€ proti malarii. DalSim
vyznamnym alkaloidem je strychnin, ktery je velmi silnym jedem a dnes je vyuZzivan
nejcastéji jako pesticid. K alkaloidim mohou byt také zafazovany xantinové derivaty
s purinovym skeletem. Xantinové derivaty obsahuji Ctyii atomy dusiku, nejsou ovSem
bazické, proto se nejednd o pravé alkaloidy. Jejich zéstupci jsou theofylin, theobromin
a kofein. Theofylin a theobromin maji diuretické ucinky a kofein stimuluje centralni

nervovou soustavu.
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2.3 Metody izolace sekundarnich metaboliti rostlin

2.3.1 Metody ziskavani silic

Majoritni slozku silic maty tvofi terpenoidy. Zakladni metodou izolace silic z rostlin je
destilace, jejimz principem je odd€lovani latek na zaklad¢ rozdilné teploty varu. Jedna

se 0 jednoduchou metodu, ktera byla pouzivana jiz ve staroveku.
2.3.1.1 Destilace vodni parou

Vyznamnou metodou izolace silic je destilace vodni parou. Tato metoda je zaloZena
na Daltonové zdkon¢ a vyuziva se pro destilaci latek s vysokymi body varu. Soucasti
aparatury je vyvije¢ vodni pary, pojistna trubice a destilacni baiika, kterd je zahiivana

spolu s vyvije¢em vodni pary (Galuszka a Luhova, 2005).
2.3.1.1.1 Hydrodestilace

Pro izolaci silic maty byva vyuZzivdna nejcastéji metoda hydrodestilace. Jedna
se o formu destilace vodni parou, rozdil spo¢ivd v nepiitomnosti vyvijeCe vodni pary.
Hydrodestilace je velmi Setrnou metodou, teplota nedosahuje 100°C a tim
je zamezovano zvySenému riziku dekompozice sloucenin. Aparatura pro hydrodestilaci
se skldda z varné banky se zatkou, z chladi¢e a zjimaci nddoby. Rostlinny material
je umistén do varné batiky, kterd je naplnéna destilovanou vodou (nejvyse do % objemu
banky). Pfi zahtivani banky dochazi k pfechodu tékavych latek do plynné faze.
V chladi¢i dochézi ochlazovanim ke kondenzaci par a kondenzat za¢ina stékat do jimaci

nadoby.

V pribéhu destilace tvoii slozky silic a voda azeotropni smés. Silice se nemisi
s vodni fazi a po kondenzaci dochézi k jejich separaci, kterd je provedena dekantaci.
Vodni faze je také nazyvana hydrosol a je vyuzivdna v kosmetickém primyslu.
Hydrosol obsahuje velmi nizké mnoZstvi slozek silic a pfi hydrodestilaci miize dochazet

ke zvySenym ztratam (Salvador a Chisvert, 2017).
2.3.1.1.2 Hydrodestilace podle Clevengera

Casto byva pro hydrodestilaci vyuZivana aparatura Clevengerova typu (Obr. 7). Jeji

soucasti je varna bailkka spojend se sklenénou trubici, chladi¢ a extraktor, jimz je
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sklenéna kapilara se stupnici. Kapilara je spojend diagonaln¢ se sklenénou trubici
pfipojenou k varné bance. V kapilate dochédzi k oddélovani vodné faze a silice.
Clevengerova aparatura je vyuzivana pro snizeni ztrat silic — v prabéhu destilace
dochazi ke kondenzaci vodné faze, ktera nasledné kape do kapilary. Cést hydrosolu
je navracena do varné banky pies diagonalni sklenénou trubici. Recyklaci hydrosolu

se také snizuje mnozstvi vody potiebné k provedeni hydrodestilace.

Obr. 7 Aparatura Clevengerova typu. Prevzato z: http://medilabexports.com/
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2.3.1.2 Enfleuraz

EnfleurdZ je jednou z nejstarSich metod zisku silic. Je zaloZena na extrakci vonnych
slozek rostlin tukem. Celé rostliny ¢i pouze jejich kvéty jsou vlozeny na vrstvu
zivoc¢iSného ¢i rostlinného tuku bez zépachu a jsou zde ponechany pii pokojové teploté
po dobu nékolika dnii. V ptipadé potieby miize byt postup opakovan. Lipofilni silice
rostlin postupné difunduji do tuku a vznika tzv. pomada. K této smési je pfidan alkohol,
ktery se odpaii za zisku silice. Tato metoda neni jiz v dneSni dobé kvuli Casové

naro¢nosti vyuzivana.
2.3.2 Metody extrakce fenylpropanoidi

Je udavano, Ze fenolické slouceniny majoritné zodpovidaji za antioxidacni aktivitu
rostlin. Existuje velka tada extrakénich metod, které jsou pouzivany pro extrakci
fenylpropanoidli rostlin. NejCastéji je vyuzivana Soxhletova extrakce, ultrazvukova

extrakce a extrakce pomoci rozpoustédel (Zhang et al., 2018; Handa et al., 2008).
2.3.2.1 Soxhletova extrakce

Extrakce je vyznamnou separa¢ni metodou, pii které dochdzi k prechodu latek do faze
rozpoustédla. Pro extrakci fenylpropanoidi je nejcastéji vyuzivana Soxhletova aparatura
(Obr. 8). Soucasti aparatury pro Soxhletovu extrakci je varna baiika, chladi¢ a extrakéni
nastavec (patrona). Patrona obsahuje extrahovanou latku v pevném skupenstvi. Varna
banka, ve kter¢ je umisténo rozpoustédlo, je zahfivdna a pary rozpoustédla
se kondenzuji v patron€ a prochéazi ptes vzorek. Rozpoustédlo s obsazenymi analyty
putuje zpét do banky a proces se opakuje. Vyhodou je, ze ptes vzorek vzdy prochazi
Cisté rozpoustédlo. Nevyhodou této metody je vysSi Casova naroCnost a nemoznost

vyuziti pro teplotné labilni latky (Handa et al., 2008).
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patrona
s vrorkem

barika =
rozpoustédlem

Obr. 8 Soxhletdv piistroj. Upraveno dle: Reeve (1994).

2.3.2.2 Extrakce ultrazvukem

Pii préaci srostlinnym materidlem je ultrazvukova extrakce moderni alternativou
béznych extrakénich metod. Vyznamnymi parametry pro praci s ultrazvukem jsou vybér
vhodného rozpoustédla a teplota. Vzorek vpevném skupenstvi je vlozen
do rozpoustédla a je umistén na ultrazvuk. Pasobenim ultrazvukového vinéni dochazi
k rozpadu bunécnych stén rostlinného materialu, ¢imz je urychlena extrakce. Bézné
jsou vyuzivany frekvence od 20 do 100 kHz. Nejcastéji jsou pro extrakci vyuzivany
ultrazvukové laznég, které pracuji s frekvenci blizkou 40 kHz a maji nastavitelnou
teplotu. Ultrazvukova extrakce miize byt také kombinovéana s béznymi typy extrakci,
naptiklad se Soxhletovou extrakci. V tomto ptipad¢ je vyhodou zachovani ptiznivych
vlastnosti Soxhletovy extrakce (extrakce je opakovana vzdy davkou cistého
rozpoustédla) a zaroven dochazi pouzitim ultrazvuku ke zkraceni extrakéniho Casu

(Gupta et al., 2012).
2.3.2.3 Extrakce rozpoustédly

Extrakce pomoci rozpoustédel je nejcastéji vyuzivana pro zisk latek s antioxida¢nimi
vlastnostmi. Cilem extrak¢niho procesu je ziskat danou latku v co nejvysSSim mnozstvi
a ve vysoké kvalité. U¢innost extrakce je zavisla na pouzitém typu rozpoustédla, na jeho
koncentraci, na extrakénim case, teploté¢ a celé fad¢ dalSich faktord. Nejcastéji jsou
pro praci s rostlinnym materidlem vyuzivana rozpoustédla methanol, ethanol a aceton.

Tato rozpoustédla jsou Casto misena s vodou, ¢imz je dosazeno vzniku vhodného
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polarntho média pro extrakci polyfenold. Pfidanim malého mnozstvi vody
k organickému rozpoustédlu dochdzi ke zvySeni polarity média, ¢imz je zvySena
ucinnost extrakce diky obsahu hydrofilnich latek ve vzorku. NejvhodnéjSim
rozpoustédlem pro extrakci fenolickych latek z rostlinného materidlu je methanol, ktery
inhibuje  Cinnost polyfenol oxidasy, kterd zplsobuje oxidaci polyfenoli

(Bimakr et al., 2011).

2.3.3 Metody purifikace

Po provedeni extrakce je Casto nutné extrakty precistit - odstranit nezadouci latky.
Nepolarni latky Ize odstranit pomoci extrakce na pevné fazi, nejcastéji s vyuzitim
kolonek SPE (solid-phase extraction). Nezadouci latky jsou zachycovany na sorbentu,
zatimco stanovované latky prochéazi pies kolonu. SPE metoda je také vyuzivana

pro zakoncentrovani vzorku. Precisténi extraktl je také mozné metodou sloupcové

chromatografie (Wells, 2000).
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2.4 Metody charakterizace prirodnich produkti
2.4.1 Metody analyzy terpenoidu

2.4.1.1 GC-FID chromatografie

Vyznamnou metodou analyzy organickych sloucenin je plynovd chromatografie
s plamenovym ioniza¢nim detektorem (GC-FID). Nosnym plynem je vodik s dalsi
plynnou latkou. Metoda je zalozena na detekci ionti, které vznikaji po spaleni vzorku
plamenem vytvarenym hotenim vodiku. Soucasti pfistroje jsou dvé elektrody, které jsou
soucasti obvodu, v némz jsou nosici naboje nabité ¢astice. Pro analyzu je dalezity rozdil
mezi tokem proudu, ktery vznika proteCenim ¢istého nosného plynu a tokem proudu
vznikajiciho prote€enim nosného plynu se vzorkem. S rostouci ionizaci roste elektricky

proud, protoze roste pocet nabitych iontt (Soilhi et al., 2019).
2.4.1.2 GC-MS spektrometrie

Nejvyznamnéjsi technikou identifikace a kvantifikace terpenoidd je plynova
chromatografie s hmotnostni detekci (GC-MS). Tato technika je zalozena
na rozdélovani latek dle jejich molekulové hmotnosti a je Casto vyuzivana v toxikologii.
Hmotnostni spektrometrie je vyuzivana pro identifikaci sloZzek separovanych plynovou
chromatografii. Pro analyzu pomoci plynové chromatografie musi byt latky teplotné
stabilni a tékavé. Soucasti aparatury je ldhev s nosnym plynem, ndstfikové zafizeni,
GC kolona a detektor. Mobilni faze je plynna, pro GC-MS byva nejcastéji vyuzivan
vodik ¢i helium. Staciondrni faze je imobilni a jedna se o kapalinu s vysokou

molekulovou hmotnosti. Je umisténa na vnitinim povrchu chromatografické GC kolony.

Vzorky pro analyzu s vyuzitim GC-MS jsou rozpoustény v organickych
rozpoustédlech. Pro identifikaci terpenoidu v silicich jsou Casto pfipravovany roztoky
silic v hexanu. Po dévkovani vzorku do plynového chromatografu jsou slozky vzorku
pirevedené do plynné faze. Mobilni faze nese tyto slozky pies kolonu s navazanou
stacionarni fazi, zde dochazi k interakci a nékteré slozky vzorku se zdrzuji v koloné.
Latky jsou oddélovany na zdkladé¢ své hmotnosti a tékavosti. Detektor nasledné
analyzuje latky, které prochdzeji kolonou. Jako detektor byva pro plynovou

chromatografii nejvice vyuzivdn hmotnostni spektrometr. V detektoru se nachazi
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iontovy zdroj a dochazi zde k ionizaci molekul proslych kolonou narazem elektroni.

Vznikaji molekulové ionty, které jsou nasledné separovany (Hawryl et al., 2015).

Vysledkem méfeni jsou hmotnostni spektra jednotlivych slozek vzorku
a chromatogramy. Vyznamnou konstantou je reten¢ni cas, coz je doba, za kterou dana
latka projde kolonou. Latky s vysokou molekulovou hmotnosti maji obvykle vyssi
retencni €as nez nizkomolekularni latky. Retencni ¢as je dale také zavisly na polarité
latek, slozky s podobnou polaritou jako kapalnd faze budou v této fazi rozpustné a jejich
retencni ¢as bude vys$i nez u latek s rozdilnou polaritou. Identifikace slozek vzorku
probihd na zéklad¢ tzv. retencnich indext (Kovatskovych indexti) jednotlivych

sloucenin a na zaklad¢ hmotnostnich spekter (Mellon, 2003).

Retenc¢ni (Kovatsovy) indexy Ize vypocitat z retencnich Cast slozek dle nésledujiciho

vztahu:

[log(t,x) - log(t,n)]
[log(t'n+1) — log(t™)]

RI, = 100 X n + 100 x

n...pocet atomu uhliku alkanu
t’x...redukovany reten¢ni ¢as neznamé latky
t’n...redukovany reten¢ni ¢as niz§iho alkanu
t’n+1...redukovany reten¢ni Cas vyssiho alkanu
(Upraveno dle: Babushok et al., 2011).
Standardem pro plynovou chromatografii je homologni fada alkanti. Reten¢ni index
atomu uhliku je stanoven jako 100 (napfiklad retencni index butanu je RI = 400). Latka,

kterou analyzujeme, musi eluovat mezi dvéma zvolenymi standardnimi alkany. Pomoci

tohoto vztahu Ize vypocitat retencni index libovolné slouceniny.

Analyza vzorki pomoci plynové chromatografie je vysoce citlivou metodou. Casto je
kombinovéna s hmotnostnim spektrometrem s funkci detektoru. Pouzitim bézné
plynové chromatografie pro mnohoslozkové smési mohou jednotlivé elu¢ni piky
odpovidat vice slozkdm vzorku (Hawryl et al., 2015). Tento problém je vyfeSen

pouzitim techniky GC-MS.
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2.4.1.3 Headspace analyza

Metoda headspace umoznuje analyzovat plynné latky, at’ uz se nachazeji ptivodné
v pevné €1 kapalné fazi. Bézné jsou s vyuzitim této metody analyzovany tékavé latky
rostlin. Vzorky (nejCastéji ve formé suchého rostlinného materialu) jsou hermeticky
uzavieny ve vialkdch. Tékavé latky vzorku difunduji do plynné faze. Dochazi
k vyrovnéni parcialnich tlaki a mezi plynnou a pevnou ¢i kapalnou fézi nastava
rovnovaha. Vzorek plynné faze je davkovéan do plynového chromatografu a dochézi
k separaci tékavych slozek. Metoda headspace je nejcastéji vyuzivana v potravinaiském

pramyslu (Wardencki, 2000).
2.4.2 Spektrofotometrické metody analyzy fenylpropanoidu

Fenolické latky jsou aromatické slouceniny charakterizované obsahem alesponl jedné
hydroxy- skupiny. Mezi fenolické latky patii naptiklad jednoduché fenoly, fenolické
kyseliny, flavonoidy, kumariny a lignany. V rostlinach lze obsah téchto latek zjistovat
Sirokou fadou spektrofotometrickych metod. Muze byt stanoven obsah celkovych

fenolt a flavonoidi (flavonoli a flavonontl); (Woisky a Salatino, 1998).
2.4.2.1 Stanoveni celkovych fenolii metodou Folin-Ciocalteu

Obsah celkovych fenolickych latek vyskytujicich se ve vzorcich je stanovovan metodou
Folin-Ciocalteu (Obr. 9). Pouzivané Folin-Ciocalteuovo Cinidlo obsahuje smés oxida
wolframu a molybdenu. V piipadé pifitomnosti fenolii dochdzi v zasaditém prostiedi
k redukci ¢inidla a soucasné probiha oxidace fenolickych latek, coz se projevi zménou
zbarveni (puvodné zluté zbarvena smés se méni na modrou). Béhem reakce jsou
vytvateny komplexy kyseliny fosfomolybdenové a fosfowolframové, nasledné jsou
na tyto komplexy prendseny elektrony a dochazi k jejich redukci. Produkty maji modré
zbarveni a jejich absorpéni maximum je 765 nm. Koncentrace celkovych fenolt
je pfimo Umérna absorpci svétla pii absorpénim maximu (Waterhouse, 2003).
Nevyhodou metody stanoveni fenolll je ¢asova narocnost a mozné ovlivnéni obsahem
jinych latek, které mohou interagovat s ¢inidlem a zptisobovat jeho redukci (jedna
se naptiklad o sacharidy). Pfi méfeni jsou proto Casto vyuzivany standardy, napiiklad

kyselina gallové (3,4,5-trihydroxybenzoova kyselina).
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Obr. 9 Princip stanoveni fenolickych latek metodou Folin-Ciocalteu.
2.4.2.2 Stanoveni flavonolu kolorimetrickou metodou s AICl;

Obsah flavonolll v rostlinném materidlu je stanovovan kolorimetrickou metodou
s chloridem hlinitym. Jedna se o jednoduchou metodu zalozenou na tvorb¢ stabilnich
barevnych komplext flavonold s hlinitym kationtem v bazickém prosttedi (Obr. 10).
Komplex je tvofen keto C-4 skupinou a C-3 nebo C-5 hydroxy- skupinou flavonolu
a kationtem hliniku. Komplex ma cervené zbarveni, jeho absorpéni maximum je

415 nm. Jako standard byva vyuzivan flavonol kvercetin (Struchkov, 2018).

kvercetin

Obr. 10 Kolorimetricka reakce flavonolu s chloridem hlinitym.
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2.4.2.3 Stanoveni flavononi kolorimetrickou metodou s 2,4-DNPH

Flavonony mohou byt stanovovany kolorimetrickou metodou
s 2,4-dinitrofenylhydrazinem (2,4-DNPH). Jako standard byvd vyuzivan flavonon
naringenin. Principem stanoveni je reakce 2,4-dinitrofenylhydrazinu s keto- skupinou
flavononu za vzniku 2.4-dinitrofenylhydrazonu (Obr. 11). Vznikly produkt ma
hnédooranzové zbarveni. Absorpcni maximum této latky je 495 nm (Woisky a Salatino,

1998).

OH A OH
HN 0
Il
HO O . N _ HO O .
E 5 i
+ _— + H-50
i |
OH O Ny OH N
0
HN I
+
naringenin 2,4-dinitrofenylhydrazin N“o‘
N+
L
o~ ~So

2,4-dinitrofenylhydrazon

Obr. 11 Kolorimetricka reakce flavononu naringeninu s 2,4-dinitrofenylhydrazinem.
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2.4.3 Stanoveni antioxidac¢ni aktivity

Aromatické rostliny maty se vyznacuji vysokym obsahem biologicky aktivnich slozek.
Vyznamnou skupinou jsou fenolické latky, které maji fadu pfiznivych u¢inkl pro lidsky
organismus. Tyto latky maji zejména protivirové a protizanétlivé ucinky. V posledni
dobé je zkoumén pifedevSim obsah flavonoidi v rostlinaich maty a jejich mozné
pusobeni pfi prevenci vzniku rakoviny. Protinadorova aktivita je ddvana do souvislosti

s antioxida¢ni schopnosti téchto latek (Gomez et al., 2003; Paulova et al., 2004).

Pozornost je zaméfovana na volné radikaly a jejich tlohu v oxida¢nim stresu. Jedna
se predevsim o reaktivni kyslikové (ROS) a dusikové (NOS) radikély, které mohou
pusobit na vyznamné latky v téle (naptiklad lipidy ¢i nukleové kyseliny), modifikovat je
a disledkem tohoto plisobeni muze byt poskozeni vyznamnych funkci v organismu
(Paulova et al., 2004). Pro méfeni antioxidacni aktivity latek jsou pouzivany zejména

metody vyuzivajici radikaly ABTS, DPPH a metoda ORAC.

2.4.3.1 Metoda DPPH

V dnesni dobé je pouzivan modifikovany postup, ktery predstavil Blois (1958)
a je zaloZen na eliminaci syntetickych radikald. Touto metodou Ize spektrofotometricky
méfit antioxidacni uCinky extraktG i1 silic maty. Principem metody je pferuseni
radikalové tetézové reakce. V pritomnosti antioxidantu dochazi kredukci tmavé
fialového 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylového (DPPH') radikalu za vzniku bezbarvé
neutrdlni molekuly 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazinu (Obr. 12). Pro provedeni meéfeni
je pfipravovan roztok DPPH radikdlu v ethanolu. Jako standard byva vyuzivan
synteticky antioxidant trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova
kyselina); (Brand-Williams et al., 1995).

o o
Q "= @ "
9 0
. / \ W antioxidant N——NH N:
N\ oL o
_ % .
O-_N+ O—_ N+
A\ Wy,
O 0
2, 2-difenyl-1-pikrylhydrazylovy radikal 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazin

Obr. 12 Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou DPPH.
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Ubytek radikalu je méfen spektrofotometricky pfi vinové délce 517 nm. Ubytek
absorbance je pfimo umérny antioxidacni schopnosti analyzované latky. Pro stanoveni
antioxidacni aktivity latek je nejcastéji vyuzivan vypocet hodnoty ICsy. Tato veliina
udava mnozstvi dané latky, které je schopné redukovat 50% DPPH radikali. Radikalova

aktivita muze byt také vyjadrena jako ekvivalent standardu troloxu.

2.4.3.2 Metoda ABTS

Metoda je zalozena na eliminaci radikali ABTS (2,2-azinobis(3-ethyl-2,3-
dihydrobenzothiazol-6-sulfonat). Antioxidanty ptsobi jako donory vodiku a redukuji
radikaly. Méfeni je spektrofotometrické a je sledovan ubytek radikald. Jako standard
je vyuzivan antioxidant trolox a méfeni probiha pii vinové délce 734 nm. Antioxidacni
schopnost analyzované latky je stanovovana jako ekvivalent antioxida¢ni schopnosti
standardu troloxu (Paulova et al., 2004). Metoda je také oznacovana nazvem TAEC

(Trolox Equivalent Antioxidant Capacity).
2.4.3.3 Metoda ORAC

Fluorescencni metoda ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) je zaloZena
na schopnosti latek eliminovat kyslikaté radikaly, které jsou cilené¢ generované
v pribéhu analyzy. Latky, které maji antioxidacni vlastnosti, zastavuji radikalové
reakce.  Pro  produkci  peroxylovych  radikdld  je  pouzivin =~ AAPH
(2,2¢-azobis-(2-amidinopropan)-dihydrochlorid). Jako standard byva vyuzivan
synteticky antioxidant trolox. Nutné je pouziti fluorescencni proby, kterou je naptiklad
fluorescein. Produkované peroxylové radikaly snizuji fluorescencni signal oxidaci
proby. Antioxidanty snizuji inhibici tohoto signalu vychytdvdnim radikald.
Je vykreslovana kiivka fluorescencniho signalu a plocha pod touto kiivkou slouzi
ke kvantifikaci antioxida¢ni aktivity, mize byt naptiklad srovnavana s plochou pod

kiivkou standardu troloxu (Paulova et al., 2004).

2.4.4 Inhibice enzymu tyrosinasy

Tyrosinasa je vyznamnym enzymem fazenym do tifidy oxidas. Jedna se o multifunk¢ni
glykosylovany enzym obsahujici méd’. Tento enzym je pfitomny u hub, vyssich rostlin
i zivocichit (Chen et al., 2003). Hraje klicovou roli v melanogenezi zivocichl
a v enzymatickém hnédnuti ovoce a hub. Tyrosinasa odpovida za biosyntézu tmavého

makromolekuldrniho pigmentu melaninu, ktery chrani lidskou ktzi pted Skodlivymi
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ucinky UV zafeni. Melanin odpovidé za barvu lidské klize, vlasii a o¢i. Je syntetizovan

melanocyty ve specializovanych organelach zvanych melanosomy.

Uvodni sled reakci b&hem melanogenese je katalyzovan enzymem tyrosinasou.
Biosyntetickd cesta tvorby melaninu vychazi z aminokyseliny L-tyrosinu. V prvnim
kroku dochazi k hydroxylaci L-tyrosinu za vzniku L-3,4-dihydroxyfenylalaninu
(L-DOPA), ktery je nasledn¢ oxidovan na dopachinon (Obr. 13). Enzym tyrosinasa

se podili na katalyze téchto dvou reakci.

Tyrosinasa mtize zpusobovat nezadouci hyperpigmentaci lidské klze, proto je
pozornost zaméfena na zkoumdni latek se schopnosti inhibovat tento enzym. Tyto
inhibitory maji Siroké uplatnéni v medicin€, v potravinarském a kosmetickém pramyslu
(Chang, 2009). Jejich zastupcem jsou naptiklad kojova kyselina ¢i arbutin. Tyrosinasa
ovliviiuje kromé tvorby melaninu také vznik neuromelaninu, coz je latka strukturné
podobnd melaninu nachézejici se v mozku. Neuromelanin je stejné¢ jako melanin
syntetizovan z L-DOPA. Abnormality spojené s tvorbou melaninu mohou vyustit
ve vznik melanomt - rakoviny kuze. Naopak abnormality spojené se syntézou
neuromelaninu mohou podpofit rozvoj nékterych neurodegenerativnich onemocnéni,
napiiklad Parkinsonovy choroby. L-DOPA je také prekurzorem vyznamného
neurotransmiteru  dopaminu. Poskozeni dopaminovych drah miize vést ke vzniku
Parkinsonovy choroby. Zéakladni latkou pro lécbu této choroby je L-DOPA. Cilem
pouziti L-DOPA je zvyseni hladiny dopaminu v téle (Greggio et al., 2005).

0 0 0

tyrosingsa HO tyrosinaga Ox_ /U\
OH + g OH OH
2 2
NH, ) NH; o/ NHz

HO HO

L-tyrosin L-DOPA dopachinon

Obr. 13 Uvodni kroky biosyntézy melaninu katalyzované tyrosinasou.
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2.4.4.1 Stanoveni antityrosinasové aktivity

V dnesni dob¢ je pro méfeni inhibi¢ni aktivity latek vic¢i enzymu tyrosinasa pouZzivan
modifikovany postup, ktery predstavil Tomita (1990). Jedna se o spektrofotometrickou
metodu, ktera je zalozena na méfeni ubytku produktu oxidace tyrosinu - dopachinonu.
Pokud mé analyzovana latka antityrosinasovou aktivitu, enzym je inhibovan a vznika
mens$i mnozstvi dopachinonu. Pro méfeni je pouzivdna houbova tyrosinasa. Reakéni
smes obsahuje fosfatovy pufr, houbovou tyrosinasu a latku s inhibi¢nimi vlastnostmi
(standard ¢i analyzovanou latku). Jako standard je pouzivana kyselina kojova, ktera
inhibuje tyrosinasu. Smeés je inkubovana pii laboratorni teploté a poté je do ni piidan
enzymovy substrat L-DOPA (L-3,4-dihydroxyfenylalanin) a smés je opét inkubovana.

Nasledn¢ je méfena absorbance smési pii vinové délce 492 nm.

Pro méfeni je nutné pouziti pozitivni kontroly (standardu) a negativni kontroly. Smés
pro negativni kontrolu neobsahuje standard ani analyzovanou latku. Inhibi¢ni aktivita

analyzované latky se stanovuje nésledujicim zptisobem:
Inhibi¢ni aktivita (%) = [(As-Aa)/As]*100

A;...absorbance negativni kontroly

A,...absorbance smési obsahujici analyzovanou latku

Po vypocitani inhibicni aktivity je spocitana hodnota ICsy, tedy koncentrace
analyzované latky nutna k dosazeni 50% inhibice aktivity tyrosinasy. Antityrosinasova
aktivita mize byt zjiStovana jak pro extrakty maty, tak i pro izolované silice. Silice
maty jsou prevedeny do vhodného organického rozpoustédla, nejcastéji

do dimethylsulfoxidu.
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Material

3.1.1 Chemikalie

2,4-dinitrofenylhydrazin (Acros organics, Belgie)

Dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného (Lach-ner, Ceska republika)

Dimethyl sulfoxid (Merck, USA)

Dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného (Lach-ner, Ceska republika)

DPPH (Sigma-Aldrich, USA)

Ethanol, pro UV spektroskopii, 99,8% (Lach-ner, Ceské republika)

Folin-Ciocalteuovo Cinidlo (Sigma-Aldrich, USA)

Hexahydrat chloridu hlinitého (Lach-ner, Ceska republika)

Hexan (Sigma-Aldrich, USA)

Hydroxid draselny (Lach-ner, Ceské republika)
Hydroxid sodny (Lach-ner, Ceska republika)
Kvercetin (Sigma-Aldrich, USA)

Kyselina gallova (Sigma-Aldrich, USA)
Kyselina chlorovodikova (Sigma-Aldrich, Némecko)
Kyselina kojova (Sigma-Aldrich, USA)
L-DOPA (Sigma-Aldrich, USA)

Methanol, Cistota p.a. (Sigma-Aldrich, USA)
Naringenin (Sigma-Aldrich, USA)

Octan draselny (VWR, USA)

Trolox (Sigma-Aldrich, USA)

Tyrosinasa (Sigma-Aldrich, USA)

Uhligitan sodny bezvody (Lach-ner, Ceské republika)
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3.1.2 Biologicky material

Pro experimenty bylo zvoleno 13 genotypt maty:
Mentha piperita citrata L. (Ceska republika)

Mentha longifolia L. (Slovensko)

Mentha piperita L. (Ceské republika)

Mentha pulegium L. (Slovinsko)

Mentha spicata L. (Némecko)

Mentha cervina L. (Némecko)

Mentha villosa L. (Ceska republika)

Mentha aquatica L. (Ceska republika)

Mentha piperita citrata ‘Bergamotova‘ L. (Ceska republika)
Mentha arvensis L. (Slovensko)

Mentha piperita cv. ‘Perpeta‘ L. (Ceska republika)
Mentha microphylla L. (Ceska republika)

Mentha suaveolens L. (Ceska republika)

Rostlinny materidl byl vypéstovan na experimentalnich plochdch Vyzkumného
Gistavu rostlinné vyroby, v.v.i. (VURV, v.v.i.). Sbér byl proveden v zaii 2018 a rostliny

byly vysuSeny za kontrolovanych podminek do konstantni hmotnosti.
3.1.3 Pristrojové vybaveni

Analytické vahy (Radwag vahy, Ceska republika)

Kulovy mlyn (Retsch, Ceské republika)

Kyvety (VWR, USA)

Mikrocentrifuga Mikrospin 12 (Biosan, Litva)

pH metr CX-505 (Elmetron, Polsko)

Pipety (Eppendorf, Némecko)

Plynovy chromatograf Agilent 7800A s hmotnostni detektorem 5975C (Agilent
technologies, USA)
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Spektrofotometr UV/VIS S-20 (Boeco Germany, Némecko)
Ultrazvukova ¢isticka (Bandelin, Némecko)

Ultrazvukova Cisticka s ohfevem (Bandelin, Némecko)
Vakuovy koncentrator (Labconco, USA)

Vodni termostat B-490 (Buchi, Svycarsko)

Vortex (Velp scientifica, Italie)

3.2 Metody

3.2.1 Izolace silic maty

Izolace silic z rostlinného materidlu byla provedena s vyuzitim metody hydrodestilace.
Hmotnost rostlinného materidlu kazdého genotypu byla 30 g a toto mnozstvi bylo
umisténo do varné baiiky s 500 ml destilované vody. Pro hydrodestilaci byla pouzita
aparatura Clevengerova typu a destilace probihala po dobu dvou hodin. Pro kazdy
genotyp byla hydrodestilace provedena ve dvou opakovanich. Ziskané silice byly
odebrany do vialek a byly uchovavany pii teploté 4°C pro dalsi experimenty. Objemy
silic byly zaznamenany a byly spocitany koeficienty vytéznosti. Pro ndslednou analyzu

(identifikaci a kvantifikaci slozek) byly ptipraveny vzorky 50 ul silic v 1 ml hexanu.
3.2.2 Metoda headspace

Pfiblizn¢ 5 g suchého rostlinného materidlu kazdého genotypu maty bylo umisténo
do vialek, které byly uzavieny krimpovacimi uzavéry se septem. Byla provedena
analyza headspace, tedy slozeni plynu nad vzorkem, s vyuzitim plynové chromatografie

s hmotnostni spektrometrii (GC-MS).

3.2.3 Analyza silic a headspace maty s vyuzitim metody GC-MS a

identifikace jejich slozek

Pro analyzu silic a headspace maty byla pouzita metoda plynové chromatografie
s hmotnostnim spektrometrem (GC-MS). Podminky analyzy byly nasledujici: typ
pouzité kolony byl Agilent HP-5MS, stacionarni fazi byl 5% fenyl methyl siloxan.
Parametry kolony byly délka 30 m; primér 0,25 mm a tloustka filmu 0,25 pm.
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Davkovany objem vzorku byl 1 pl. Splitovaci pomér byl 5:1. Pritok plynu byl
1,I ml/min. Teplotni program byl 60-300°C s narGstem 3°C za minutu. Teplota
hmotnostniho detektoru byla 230°C, rozsah méfeni m/z byl 40-550. Identifikace
a kvantifikace slozek obsaZenych v silicich a headspace byla realizovana s vyuzitim
softwaru Massfinder 4.51 a porovnanim s literaturou (Adams, 2007) na zakladé

retenc¢nich indext jednotlivych slozek a také na zakladé¢ hmotnostnich spekter.
3.2.4 Priprava rostlinnych extrakti

Pro dalsi experimenty byly piipraveny methanolické extrakty maty. Suchy rostlinny
materidl byl homogenizovan pomoci kulového mlynu. Byly piipraveny vzorky
v triplikatech pro kazdy genotyp maty. Do mikrozkumavek typu Eppendorf bylo
navazeno pfiblizné 100 mg homogenizovaného materialu, navazky byly zaznamenany
a rostlinny materidl byl extrahovan do 1 ml 80% methanolu. Vzorky byly umistény
do ultrazvukové vany a poté byla extrakce znovu zopakovdna s dalSim podilem
80% methanolu (1 ml). Nésledn¢ byly mikrozkumavky umistény na vakuovy
koncentrator Centrivap k odpafeni dosucha a poté byly pfidany 2 ml methanolu (Cistota

p-a.). Vzorky byly pro naslednou analyzu uchovavany piti 4°C.
3.2.5 Analyza fenolickych sloZek rostlinnych extrakti

Byla provedena kvantifikace celkovych fenold, flavonolti a flavononii v rostlinach maty
s vyuzitim tfi spektrofotometrickych metod. Pro analyzu fenolickych slozek byly
pfipraveny nasledujici roztoky: 1% roztok 2,4-dinitrofenylhydrazinu (400,07 mg
2,4-dinitrofenylhydrazinu bylo rozpuSténo ve smési 40 ml 99,8% ethanolu a 2 ml
35% HCI); 1% roztok hydroxidu draselného v 70% methanolu; 2% roztok chloridu
hlinitého v destilované vodg; roztok kvercetinu (1 mg.ml™") v ethanolu (99,8%); roztok
kyseliny gallové o koncentraci 1 mg.ml'1 (10 mg kyseliny gallové bylo rozpusténo
v 1 ml ethanolu a poté byl objem doplnén do 10 ml destilovanou vodou); roztok
naringeninu (1 mg.ml™) v methanolu; vodny roztok octanu draselného (1 mol.l™);
20% vodny roztok uhli¢itanu sodného a Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo (smisené

1:2 s destilovanou vodou).
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3.2.5.1 Stanoveni celkovych fenolit metodou Folin-Ciocalteu

Obsah celkovych fenolii v rostlinnych extraktech byl stanoven spektrofotometrickou
metodou Folin-Ciocalteu. Metoda pro stanoveni celkovych fenolll v extraktech maty
vychéazela ze studii, které provedli Singleton a Rossi (1965); Waterhouse (2003).
Pouzity postup byl optimalizovan s vyuzitim poznatkli uvedenych v téchto studiich.
Jako standard byla vyuzita kyselina gallova. Byla pfipravena kalibra¢ni fada kyseliny
gallové o koncentracich 25; 50; 75; 100; 250; 500 a 1000 ug.ml'1 fedénim zakladniho
roztoku (¢ = 1000 pg.ml™) destilovanou vodou. Pro méfeni byly vyuzity dvé
koncentrace extraktti (10 a 25 pul) dle obsahu fenold v jednotlivych vzorcich, v zavislosti
na rozmezi kalibracni kiivky kyseliny gallové. Do odmérné banky bylo napipetovano
5 ml destilované vody a k tomuto mnozstvi bylo ptidano 100 pl jednotlivych roztoki
kyseliny gallové (v piipad¢ kalibracni tfady) nebo v ptfipadé vzorka 10 ¢i 25 pul
methanolickych extraktl. Do banky bylo pfiddno 500 pl nafedéného roztoku Folin-
Ciocalteu (1:2 s destilovanou vodou). Po 5 minutach bylo pfidano 1,5 ml 20% roztoku
Na,COs a vzorky byly doplnény do 10 ml destilovanou vodou. Vzorky byly inkubovany
po dobu 2 hodin ve tmé& pii laboratorni teploté a poté byla zmétena jejich absorbance pfi
vlnové délce 765 nm proti blanku, kterym byla destilovand voda. Mé&feni probihalo

vzdy v triplikatech pro jednotlivé genotypy maty.
3.2.5.2 Stanoveni flavonoli kolorimetrickou metodou s AICl;

Kvantifikace flavonoli byla provedena pomoci kolorimetrické metody s chloridem
hlinitym. Metoda pro stanoveni flavonoli byla optimalizovana s vyuzitim poznatka
uvedenych ve studiich, které provedli Nagy a Grancai (1996); Woisky a Salatino
(1998). Jako standard byl vyuzit flavonol kvercetin. Kalibra¢ni fada kvercetinu
obsahovala roztoky o koncentracich 1; 5; 10; 25 a 50 ug.ml'l, které vznikly fedénim
zékladniho roztoku kvercetinu o koncentraci 1000 pg.ml' destilovanou vodou.
Kalibracni tada byla pfipravena do kyvet smichdnim 500 pl zfedéného standardu
kvercetinu, 500 pl 2% roztoku AlCIs a 200 pl roztoku octanu draselného (¢ = 1 mol.l'l).
Blank sestaval z 500 pl destilované vody, 500 pl 2% roztoku AICI; a 200 pl roztoku
octanu draselného. Vzorky byly pfipraveny obdobné jako blank stim rozdilem,
ze vysledny objem extraktu a destilované vody v kyveté byl 500 pl. Pro méfeni byly
pouzity tii objemy extraktd (10, 25 a 50 pl) v zavislosti na obsahu flavonola

v jednotlivych genotypech maty. Pouzité mnozstvi extraktu bylo doplnéno do 500 pl
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destilovanou vodou. Kyvety byly inkubovany po dobu 30 minut pfi laboratorni teplot¢.

Poté byla zméfena absorbance pii 415 nm proti blanku. Méfeni probihalo v triplikatech.
3.2.5.3 Stanoveni flavononii kolorimetrickou metodou s 2,4-DNPH

Flavonony byly v extraktech maty kvantifikovany kolorimetrickou metodou
s 2,4-dinitrofenylhydrazinem. Postup pro stanoveni flavononi vychazel z poznatki
uvedenych ve studiich, které provedli Nagy a Grancai (1996); Woisky a Salatino
(1998). Jako standard byl vyuzit flavonon naringenin. Byly pfipraveny roztoky
naringeninu o koncentracich 200; 400; 600; 800 a 1000 pg.ml” fedénim zakladniho
roztoku naringeninu o koncentraci 1000 pg.ml” destilovanou vodou. Kalibragni fada
byla pfipravena do zkumavek a sestdvala z 500 ul 1% roztoku
2,4-dinitrofenylhydrazinu, 500 pl ¢istého methanolu a 250 pl nafedéného standardu.
Blank byl pfipraven smichdnim 500 pl 1% roztoku 2,4-DNPH, 500 pl distého
methanolu a 250 pl destilované vody. Vzorky sestdvaly z 500 pl 1% roztoku
2,4-DNPH, 500 pl ¢istého methanolu, 150 pl destilované vody a 100 pl methanolického
extraktu maty. Zkumavky byly inkubovany po dobu 50 minut pii teplot¢ 50°C.
Po ochlazeni na laboratorni teplotu bylo ke smési pfidano 1,25 ml 1% roztoku KOH
v 70% methanolu a zkumavky byly inkubovany po dobu 2 minut pfi laboratorni teploté.
Z kazdé zkumavky bylo odebrano 500 pl smési do kyvety, k tomuto mnoZzstvi bylo
pfidano 500 pl cistétho methanolu a nésledné byla zméfena absorbance roztoku
pfi vinové délce 495 nm proti blanku. Méfeni probihalo vzdy v triplikdtu pro kazdy
genotyp maty.

3.2.6 Stanoveni antioxidacni aktivity extrakti a silic

Antiradikalova aktivita silic a extrakti maty byla zkoumana s vyuzitim metody DPPH.
Piivodni metodu pro stanoveni antiradikélové aktivity predstavil Blois (1958). Postup,
ktery byl pouzit vtéto praci, vychdzel zpivodni studie (Blois, 1958) a dale
z modifikovanych postupti, které predstavili ve svych studiich Cavar et al. (2008);
Brand-Williams et al. (1995); Bondet et al. (1997). Pro stanoveni aktivity silic maty
byly pfipraveny roztoky v dimethylsulfoxidu (DMSO), které obsahovaly 50 ul silice
v950 pul DMSO. Pro méfeni byl pouzit roztok DPPH (1,1-difenyl-2-
pikrylhydrazylového radikdlu) v ethanolu (99,8%). Zakladni roztok DPPH

o koncentraci 5,25x10” mol.I" byl ziedén ethanolem tak, aby vysledna absorbance
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tohoto roztoku byla rovné ptiblizn¢ 1. Roztok DPPH byl pfipravovan denné a mezi
jednotlivymi meétfenimi byl uchovavan ve tmé pii 4°C. Jako standard byl vyuzit
synteticky antioxidant trolox. Byl pfipraven zékladni roztok troloxu v ethanolu (99,8%)
o koncentraci 10 mg.ml”. Poté byla piipravena kalibra¢ni fada troloxu o koncentracich
0,100; 0,075; 0,050; 0,025 a 0,010 mg.ml'1 fedénim zakladniho roztoku troloxu

o koncentraci 10 mg.ml'1 ethanolem (99,8%).

M¢teni bylo zalozeno na stanoveni ubytku DPPH radikdlu v pfitomnosti
antioxidantu. M¢feni kalibra¢ni fady probihalo v triplikatech pro jednotlivé roztoky.
Kazda kyveta obsahovala po 1 ml DPPH roztoku, zaznamenala se hodnota absorbance
pii vinové délce 517 nm a poté do ni bylo ptidano po 50 pl roztoku standardu. Kyvety
byly inkubovany po dobu 30 minut pfi laboratorni teploté a nasledn¢ byla zaznamenéana
vysledna hodnota absorbance. Méfeni antioxidacni aktivity extrakti probihalo obdobné.
Nejprve byly pro métfeni vyuzivany ptivodni extrakty, z divodu vysoké antioxidacni
aktivity byly posléze extrakty fedéné 50x methanolem (p.a.). K 1 ml DPPH roztoku
bylo pfidavano 50 pl 50x zfedéného extraktu a byl zjiStovan ubytek absorbance.
Ke stanoveni antioxida¢ni aktivity silic byly vyuzity dv€ koncentrace silic maty
z divodu rozdilné aktivity silic jednotlivych genotypt. K 1 ml DPPH roztoku bylo
piidavano 100 ¢i 150 pl roztoku silice v DMSO (v zévislosti na antioxidacni aktivité
silice a rozsahu kalibra¢ni kfivky troloxu) a byla zaznamendna zména absorbance
po 30 minutach. Mé&feni pro silice a extrakty maty probihalo pro kazdy genotyp
v triplikatu.

3.2.7 Stanoveni antityrosinasové aktivity extrakti a silic

Stanoveni ucinku silic a methanolickych extrakti maty na inhibici tyrosinasy bylo
provedeno modifikovanym postupem predstavenym Saghaiem et al. (2013). Pro méfeni
byl pfipraven roztok substratu tyrosinasy L-DOPA (3,4-dihydroxyfenylalaninu)
o koncentraci 0,85 mmol.I" a roztok tyrosinasy o koncentraci 46,5 U.ml”'. Sou&asti
reakéni smési byl fosfatovy pufr o pH 6,8; ktery byl piipraven rozpusténim 3,505 g
Na,HPO4.12 H,0O a 1,593 g NaH,P0O4.2 H,O v 800 ml destilované vody. Tento roztok
byl upraven na pH 6,8 pomoci roztokli NaOH a HCI a néasledné¢ byl doplnén do 1 1
destilovanou vodou. Jako standard byla vyuzita kyselina kojova. Zakladni roztok

kyseliny kojové mé&l koncentraci 10 mg.ml”. Kalibratni fada sestavala z roztoki

44



o koncentracich 0,100; 0,075; 0,050; 0,025; 0,010; 0,0075 a 0,0050 mg.ml'1

ptipravenych fedénim zakladniho roztoku kyseliny kojové.

Antityrosinasova aktivita byla stanovena méfenim ubytku produktu piemén substratu
L-DOPA tyrosinasou spektrofotometricky pii vlnové délce 492 nm (Tab. 1).
Antityrosinasova aktivita byla stanovovana pro standard (kyselinu kojovou), ptivodni
nefedéné extrakty maty a pro roztoky silic v DMSO. Reakéni smés sestavala
z fosfatového pufru; enzymu tyrosinasy; inhibitoru (standardu, extraktu ¢i silice)
a substratu (L-DOPA). Dany objem pufru, enzymu a inhibitoru byl inkubovan 10 minut
pii laboratorni teploté. Nasledné bylo do smési piidano dané mnozstvi substratu, smés
byla inkubovana po dobu 20 minut a absorbance roztoku se stanovovala pfi vinové
délce 492 nm. Pro kalibraci spektrofotometru byl pouzit blank tvofeny fosfatovym
pufrem a tyrosinasou. Krom¢ blanku byl pro kazdy vzorek (obsahujici extrakt ¢i silici)
piipraven i slepy vzorek, ktery neobsahoval substrat. Absorbance slepych vzorka
pro jednotlivé extrakty i silice maty byly zaznamenany. Pro stanoveni antityrosinasové
aktivity byly nésledné vypocitany rozdily mezi absorbancemi slepych vzorka a vzorkt
obsahujicich extrakty ¢i silice daného genotypu.

Tab. 1 Postup pro stanoveni antityrosinasové aktivity extraktl a silic maty. Blank slouzil ke
kalibraci pristroje. Byla zjisténa antityrosinasova aktivita standardu (kyseliny kojové), extraktl

a silic maty. Pro kazdou reakéni smés obsahujici extrakt ¢i silici byl pfipraven slepy vzorek,
jehoz absorbance byly rovnéz zaznamenany. Slepy vzorek neobsahoval substrat (L-DOPA).

Pufr Tyrosinasa Kojova Extrakt Silice v L-DOPA
kyselina DMSO

[ul]
Blank 800 200 - - - -

Standard 600 200 100 - - 100

Slepy
vzorek
pro smeés s
extraktem

700 200 - 100 - -

Smés s 600 200 - 100 - 100
extraktem

Slepy

vzorek

pro smés 790 200 - - 10 -
se silici

Smés se 690 200 - - 10 100
silici
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Izolace silic, identifikace a kvantifikace jejich slozek

Jednim z cil bakalaiské prace bylo izolovat silice z 13 vybranych genotypli maty
a identifikovat jejich slozky. S vyuzitim metody hydrodestilace byly izolovany silice
z ptiblizné 30 g rostlinného materidlu. Objemy vzniklych silic se pohybovaly v rozmezi
od 0,14 do 0,98 ml. Byly spocitany koeficienty vytéznosti izolace, které¢ se nachdzely
v intervalu od 0,45 do 3,23 %.

Analyza silic byla provedena s vyuzitim plynové chromatografie s hmotnostni
detekci. K identifikaci slozek silic byl vyuzit software Massfinder 4.51 a literatura
(Adams, 2007), sloZeni bylo urceno na zdkladé¢ porovnavani retencnich indext
jednotlivych sloucenin a hmotnostnich spekter. Celkové bylo identifikovano
64 sloucenin vyskytujicich se v silicich maty. Byla sestavena tabulka slozeni silic
jednotlivych genotypti maty (Tab. 2). V tabulce jsou uvedeny ndzvy jednotlivych
sloucenin, jejich procentudlni zastoupeni v silicich, priimér retencnich indexii danych
latek v prisluSnych silicich a retencni indexy pro dané latky uvedené v literatuie
(Adams). Zastoupené slouceniny byly klasifikovany do 6 tiid dle jejich chemické
povahy na monoterpeny, oxidované monoterpeny (napiiklad aldehydy ¢i ketony),

seskviterpeny, oxidované seskviterpeny, aromatické a alifatické latky (Obr. 14).

Klasifikace slozek silic
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Obr. 14 Klasifikace slozek silic dle jejich chemické povahy do Sesti tfid a procentualni
zastoupeni téchto tiid zastoupenych v silicich maty.
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Tab. 2 Kvantifikace slozek silic zkoumanych genotypti maty s uvedenymi retencnimi indexy jednotlivych sloucenin. Genotypy: MPC = M. piperita citrata;
ML = M. longifolia; MPI = M. piperita; MPU = M. pulegium; MSP = M. spicata; MC = M. cervina, MV = M. villosa, MA = M. aquatica; MPB = M. piperita
Bergamotova; MAR = M. arvensis; MPP = M. piperita Perpeta; MM = M. microphylla, MSU = M. suaveolens. V tabulce jsou zvyraznény vzdy 3 majoritni
slozky silice jednotlivych genotypli maty; Cervenou barvou je vyznacena nejvice zastoupend sloucenina, zelenou a zlutou barvou jsou vyznaceny 2. a 3. nejvice
zastoupené sluceniny.

MPC ML MPI MPU MSP MC MV MA MPB MAR  MPP MM  MSU

Slozka RI  RIA. % % % % % % % % % % % % %
1 a-thujen 925 924 2,7
2 & -pinen 932 932 02 12 06 03 13 08 07 20 12 06 09 10
3 kamfen 947 946 0,4
4 sabinen 972 969 05 24 05 12 04 06 L5 10 05 08 06
5 B-pinen 976 974 05 20 09 03 23 13 08 31 79 L1 17 26
6 myreen 990 988 12 25 02 103 05 07 07 L1 05 04 L1 11
7 3-oktanol 995 988 18 05 0,4 02 06
8 o-terpinen 1016 1014 3,7 0,2
9 p-cymene 1024 1020 9,7
10 limonen 1028 1024 07 14 03 17 69 - 04 BN 15 101 49
11 eukalyptol 1031 1026 52 [EGEEM 5.9 120 3.1 13 14 41 67
12 (Z)-p-ocimen 1036 1032 07 L5 22 1,0 06 04 03 09 21
13 E--ocimen 1046 1044 0,7 1,0 03 03
14 y-terpinen 1057 1054 0,2 13,1 0,4 0,2
15 cis-sabinen hydrat 1065 1065 0.6 14 03 02
16 fenchon 1087 1083 04 08
17 terpinolen 1087 1086 03 0,4 03
18 linalool 1102 1095 [HESIOM 3,0 03 06 BB o 0,9
19 okt-1-en-3-yl acetit 1112 1110 05 03 2,6
20 oktan-3-yl acetit 1123 1120 1,0 08 03
21 menthon 1157 1148 7,0 12,9 10,6 0,5 -
2 menthofuran 1165 1159 11,7 529
23 S-terpineol 1165 1162 0,8 0,5
24 menthol 1167 1167 6,1
25 terpinen-4-ol 1177 1174 03 03 06 04 04
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Tab. 2 Kvantifikace sloZek silic zkoumanych genotypl maty s uvedenymi reten¢nimi indexy jednotlivych sloucenin. Genotypy: MPC = M. piperita citrata;
ML = M. longifolia; MP1 = M. piperita; MPU = M. pulegium; MSP = M. spicata; MC = M. cervina; MV = M. villosa; MA = M. aquatica; MPB = M. piperita
Bergamotova; MAR = M. arvensis; MPP = M. piperita Perpeta; MM = M. microphylla; MSU = M. suaveolens. V tabulce jsou zvyraznény vzdy 3 majoritni
slozky silice jednotlivych genotypd maty; ¢ervenou barvou je vyznacena nejvice zastoupena sloucenina, zelenou a Zlutou barvou jsou vyznaceny 2. a 3. nejvice
zastoupené sluceniny (pokracovani).

MPC ML MPI MPU MSP MC MV MA MPB MAR MPP MM MSU

Slozka RI RIA % % % % % % % % % % % % %
26 isomenthol 1177 1179 445 16,6
27 neoisomenthol 1185 1184 1,6 2,6 0,3
28 a-terpineol 1190 118 52 21 05 0,5 1,5 58 06 1,0
29 dihydrokarvon 1199 1200 8,9 6,2 172
30 1-methoxy-3-methyl-2-vinylbenzen 1219 1219 0,6
31 rodinol 1228 1223 0,4
32 nerol 1228 1227 07 1,1
33 pulegon 1240 1233 0,5 [N 12 28 49
34 karvon 1247 1239 556 B 2
35 piperiton 1253 1249 0,5 69 06 07 09
36 linalyl acetit 1257 1254 25NN 2,6 340 0,5
37 karvon epoxid 1261 1259 0,5
38 1-dekanol 1272 1266 0,4
39 neomentyl acetat 1274 1271 0,3 0,5 1,1
40 thymol 1295 1289 195
41 mentyl acetat 1294 1294 6,2 2,1
42 karvakrol 1302 1298 0,9
43 isomentyl acetat 1307 1304 0,4
44 isodihydrokarveol acetat 1328 1326 1,6 0,7
45 piperitenon 1339 1340 0,5 296 3,0
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Tab. 2 Kvantifikace slozek silic zkoumanych genotypli maty s uvedenymi reten¢nimi indexy jednotlivych sloucenin. Genotypy: MPC = M. piperita
citrata; ML = M. longifolia; MP1 = M. piperita; MPU = M. pulegium; MSP = M. spicata; MC = M. cervina; MV = M. villosa; MA = M. aquatica;
MPB = M. piperita Bergamotova; MAR = M. arvensis; MPP = M. piperita Perpeta;, MM = M. microphylla; MSU = M. suaveolens. V tabulce jsou
zvyraznény vzdy 3 majoritni slozky silice jednotlivych genotypli maty; cervenou barvou je vyznacena nejvice zastoupena sloucenina, zelenou a zlutou
barvou jsou vyznaceny 2. a 3. nejvice zastoupené sluceniny (pokracovani).

MPC ML MPI MPU MSP MC MV MA MPB MAR MPP MM MSU

Slozka RI RIA. % % % % % % % % % % % % %
46 a-terpineol acetat 1349 1346 13,8 1,2
47 thymyl acetat 1353 1349 0,7
48 nerol acetat 1364 1359 1,1 2,0
49 piperitenon oxid 1373 1366 0,5 - -
50 geranyl acetat 1384 1379 2,0 34
51 B - bourbonen 1382 1387 0,4 0,8
52 B-elemen 1391 1389 1,4
53 (Z)-jasmon 1398 1392 2,6
54 isokaryofylen 1417 1417 1,0 4,7 1,1 33 0,7 1,5 0,9 1,0 1,1 0,5 1,3 1,1
55 cis-muurola-3,5-dien 1444 1448 0,6
56 o-humulen 1450 1452 0,3
57 (E-)p-farnesen 1452 1454 0,6 1,3
58 cis -kadina -1,4-dien 1460 1461 0,7
59 y-muurolen 1478 1478 1,0 3,2 1,5 0,6 5,0 33 0,5 0,5 0,4 0,9 -
60 bicyklogermakren 1494 1500 1,7
61 isodaucen 1502 1500 0,5
62 d-kadinen 1522 1522 0,5 0,3
63 elemol 1547 1548 1,1
64 globulol 1588 1590 0,5 0,9 2,9

Celkem identifikovano
(%) 100,0 99,7 99,6 99,0 99,2 99,2 100,0 100,0 99,7 100,0 100,0 100,0 994
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Slozeni silic jednotlivych genotyplti maty bylo porovnano s literaturou. Majoritni
slozku silic maty tvofi monoterpeny a seskviterpeny. Dle predpokladu byly v silicich
majoritn¢ zastoupeny derivaty monoterpent (naptiklad laktony, aldehydy ¢i ketony),
coz odpovida literatuie (Brahmi et al., 2017). Vyjimku tvofila silice M. longifolia, kteréa
byla krom¢é monoterpentt a jejich derivatl tvofena aromatickymi slouceninami.
Z ptedchozich studii vyplyva, Ze tato silice byva majoritné sloZzena z oxidovanych
monoterpenti, ovSem slozeni zavisi na geografickém piivodu rostliny. S vyjimkou silice
tohoto genotypu vykazovaly vSechny majoritni obsah oxidovanych derivata
monoterpentt (vice nez 60 %), dalSimi vyznamnymi slozkami byly jednoduché
monoterpeny skladajici se z 10 uhlikii a seskviterpeny slozené z 15 uhlik. Nejvyssi
obsah oxidovanych monoterpenil byl zjiStén u genotypu M. pulegium (95,8 %). Silice
maty peprné (M. piperita;, M. piperita ‘Perpeta‘, M. piperita ‘Bergamotova’
a M. piperita citrata) se vyznacovaly vysokym obsahem oxidovanych monoterpenti
(nad 90,4 %).

Silice M. longifolia vykazovala jako jedind odlisné slozeni, ve kterém nebyly
majoritni slozkou oxidované monoterpeny. Tato silice byla tvofend z 30,8 %
oxidovanych monoterpenti; 30,8 % aromatickych slou€enin a z 29,1 % monoterpeni.
Aromatické slouceniny byly pfitomné pouze u silic M. longifolia a M. cervina (0,6 %).
Nejméné byly v silicich zastoupeny oxidované seskviterpeny (vyskytovaly se pouze
u 4 genotypt a jejich nejvyssi obsah v silici byl 5,4 %) a alifatické slouceniny, jejichz

nejvyssi obsah v silicich byl 2,6 %.

Témér ve vSech genotypech byly zastoupené jednoduché monoterpeny a-pinen,
B-pinen, limonen, sabinen a myrcen. NejCastéji se v silicich maty vyskytovaly
oxidované monoterpeny eukalyptol, menthon, menthofuran, isomenthol, pulegon,
karvon, linalool, linalyl acett, piperitenon a piperitenon oxid. V men$i mife byly
zastoupeny seskviterpeny (napiiklad isokaryofylen). Nejméné byly zastoupeny derivaty
sekviterpent, alifatické latky (3-oktanol; oktan-3-yl acetat) a aromatické latky
(p-cymen).

Majoritnimi slozkami silice M. piperita citrata (dfive uzivanym nazven M. aquatica
citrata) byly oxidované monoterpeny linalool (33,0 %), linalyl acetat (29,1 %)
a a-terpineol acetat (13,8 %), coz odpovida literatute. Ve studiich je nejcasteji uvadeéno,

ze silice tohoto genotypu jsou bohaté¢ na linalool a linalyl acetadt (Lawrence, 1978;
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Malizia et al., 1996). Hlavnimi slozkami silice M. longifolia byly oxidovany
monoterpen eukalyptol (26,2 %), aromaticka sloucenina thymol (19,5 %) a jednoduchy
monoterpen y-terpinen (13,1 %). Thymol byl pfitomny pouze u silice M. longifolia.
Obecné¢ u tohoto genotypu panuje nesoulad ve slozeni, majoritni slozky se lisi
v zavislosti na geografickém ptvodu rostliny. Existuje velké mnozstvi genotypl
M. longifolia a silice mohou obsahovat Sirokou fadu chemickych slouc¢enin (Lawrence,
2007). Dle nékterych studii odpovidala slozeni silice majoritni slouenina eukalyptol
(Fleisher a Fleisher, 1998; Gavalas et al, 1998), nejcastéji vSak byly nejvice
zastoupenymi latkami v silici piperiton oxid, piperitenon oxid a karvon (Lawrence,
1978; Baser et al., 1999; Maffei, 2007). V silici byl pfitomny jen piperitenon oxid

a tvoftil pouze 0,5 % sloZeni.

Dale byly zkoumany genotypy maty peprné (M. piperita, M. piperita ‘Bergamotova*
a M. piperita ‘Perpeta). Hlavnimi slozkami silice M. piperita byly isomenthol (44,5 %),
menthofuran a menthon. Tyto latky jsou klasifikovany jako oxidované monoterpeny.
Majoritnimi slozkami silice M. piperita ‘Bergamotova‘ byly linalool (45,9 %), linalyl
acetat a a-terpineol. Silici M. piperita ‘Perpeta’ tvotily slou¢eniny menthon (36,7 %),
menthofuran a isomenthol a jeji slozeni bylo podobné genotypu M. piperita. Silice tii
vybranych genotypti maty peprné byly sloZzeny majoritné z oxidovanych monoterpent
a jejich slozeni odpovidalo studiim (Malingré, 1969; Lawrence, 2007). Silici
M. aquatica (maty vodni) tvotil menthofuran (52,9 %), menthon a eukalyptol. Kvalitu
silice ve vSeobecnosti urcuje obsah menthofuranu, ktery ma byt co nejnizsi (Spilkova
et al., 2016), z ¢ehoz vyplyva, Ze u 3 genotypt (M. piperita, M. aquatica a M. piperita
‘Perpeta’) ma silice nizsi kvalitu. Pokles obsahu mentholu a zvySeni obsahu
menthofuranu je zpisobené pozdnim terminem sklizné€. Nejvyssi obsah mentholu byva

v terminu plného kveteni, pozd¢ji obsah klesa (Vaverkova et al., 2009).

Majoritnimi slozkami silice M. pulegium byly oxidované monoterpeny pulegon
(68,6 %), menthon a menthofuran. Pulegon byl také majoritni sloZkou silice M. cervina
(38,2 %). Pulegon se komeréné vyuziva ve sprejich proti parazitim doméacich zvifat,
zejména jako repelent proti blecham (Poppenga a Oehme, 2010) a testuje se jeho
ucinnost proti skladistnim sktidciim (Golden ef al., 2018). Silice M. spicata byla slozena
z oxidovanych monoterpeni piperitenon oxidu (51,1 %), eukalyptolu a jednoduchého
monoterpenu myrcenu. SloZeni silice, ve kterém pievazuji oxidované monoterpeny,

odpovida literatute (Baser et al, 1999; Lawrence, 1978). Jako vyznamna slozka silice
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genotypu M. spicata je také uvadén karvon (Koyalta et al, 1993), ktery se ovSem
ve zkoumané silici nevyskytoval. Majoritni slozkou silic M. villosa, M. arvensis
a M. microphylla byl oxidovany monoterpen karvon. Tato skutecnost byla zaznamenana
1 v literature (Lawrence, 1978; Malingré, 1969). Silice byly tvofeny zejména
oxidovanymi monoterpeny a monoterpeny jednoduchymi. Poslednim zkoumanym
genotypem byl M. suaveolens. Hlavni slozkou silice byl piperitenon oxid (65,5 %)
a silice obsahovala nejvys$s§i mnoZstvi y-muurolenu ze vSech genotypli maty (8,6 %).

SloZeni téchto silic odpovidalo studiim (Lawrence, 1978).

Vzhledem k slozeni silic vybranych genotypt jsou komer¢né zajimavé zejména silice
s obsahem limonenu (z 13 hodnocenych 5 — konkrétné M. cervina, M. villosa,
M. arvensis, M. microphylla a M. suaveolens), ktery ma piijemnou citronovou vini
a pouziva se v Sirokém spektru kosmetickych a potravinaiskych vyrobkii, nebo se
pridava k primyslovym rozpoustédlim (Kim et al., 2013). Dalsi zajimavou skupinou
jsou genotypy s majoritou eukalyptolu v silici (M. longifolia, M. piperita, M. aquatica),
protoze tato slozka se pouziva ve farmaceutickych ptipravcich na 1é€bu zapalu a nemoci

dychaciho ustroji (Bhowal a Gopal, 2016).
4.2 Kvantifikace sloZek headspace

Dalsim z cilti bakalaiské prace bylo identifikovat a kvantifikovat slozky headspace, tedy
urCit slozeni plynné faze nad vzorkem (suchym rostlinnym materidlem). Analyzou
headspace 13 genotypii maty bylo identifikovano celkem 31 sloucenin. Tyto latky byly
op¢t klasifikovany dle chemické povahy. Bylo zjisténo, Ze v headspace nebyly pfitomny
zadné seskviterpeny ani jejich derivaty. Zastoupeny byly pouze monoterpeny a jejich

derivaty, aromatické a alifatické slouceniny.

Majoritnimi  slozkami headspace byly jednoduché monoterpeny a derivaty
monoterpentl. Nejvyssi obsah oxidovanych monoterpentt byl stanoven u genotypu
M. piperita ‘Bergamotova ‘(94,8 %). Aromatické slouceniny byly v headspace pfitomny
pouze u genotypu M. longifolia a byly zde zastoupeny ve vétsi mite (25,8 %), stejné
jako u silice tohoto genotypu. Alifatické slouceniny byly zastoupeny pouze u dvou

genotypl — M. piperita citrata a M. pulegium, a to jen v malé mite (2,96 a 5,61 %).
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Byla provedena identifikace slozek headspace a jejich klasifikace do 4 tfid, byl
sestaven graf klasifikace zastoupenych slozek (Obr. 15) a tabulka celkového slozeni

headspace jednotlivych genotypti maty (Tab. 3).

Klasifikace slozek headspace

100,00
90,00
80,00 ® Monoterpeny
70,00
60,00 m Oxidované monoterpeny
50,00
40,00
30,00 M Alifatické slouceniny
20,00
10,00 -

0,00 -

Aromatické slouceniny

Procentualni zastoupeni [%]

M.pip.citr.
M.longif.
M.piperita
M.puleg.
M.spicata
M.cervina
M.villosa
M.aquat.
M.pip.Ber.
M.arven.
M.pip.Per.
M.microp.
M.suav.

Genotyp

Obr. 15 Klasifikace slozek headspace dle jejich chemické povahy do Ctyf tiid a procentualni
zastoupeni téchto tiid zastoupenych v headspace maty.
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Tab. 3 Kvantifikace slozek headspace zkoumanych genotypli maty s uvedenymi retencnimi indexy jednotlivych sloucenin. Genotypy:
MPC = M. piperita citrata; ML = M. longifolia; MP1 = M. piperita; MPU = M. pulegium; MSP = M. spicata, MC = M. cervina;
MV = M. villosa, MA = M. aquatica; MPB = M. piperita Bergamotova, MAR = M. arvensis; MPP = M. piperita Perpeta;
MM = M. microphylla; MSU = M. suaveolens. V tabulce jsou zvyraznény vzdy 3 majoritni slozky headspace jednotlivych genotypti maty;
majoritni slozka headspace je vyznaCena Cervenou barvou, 2. a 3. nejvice zastoupené slouceniny jsou vyznaceny zelenou a zlutou barvou.

MPC ML MPI MPU MSP MC My MA MPB MAR MPP MM MSU

Slozka RI RIA. % % % % % % % % % % % % %
1 a-thujen 934 924 11,6 0,3
2 a-pinen 941 932 2,2 3,3 7,6 6,1 5,5 10,9 33 9,0 5,7 4,3 4.4 -
3 kamfen 956 946 1,5
4 sabinen 982 969 3,7 4,9 4,3 3,9 3,2 2,2 5,3 3,2 2,0 3,2 4,8
5 B-pinen 986 974 3.8 3,5 7,5 6,5 7,4 2,8 9,0 - 4,7 8,4 13,4
6 myrcen 999 988 34 6,1 1,9 - 3,2 3,1 1,8 2,9 2,1 2,0 4,9 9,2
7 3-oktanol 1003 988 5,6
8 o-terpinen 1024 1014 4,1
9 p-cymen 1031 1020 - 0,5
10 limonen 1035 1024 1,5 8,3 4,1 5,9 6,1 2,4 - 8,0 r
11 eukalyptol 1037 1026 _ 7,4 5,2 1,9 9,1
12 (Z)-B-ocimen 1043 1032 1,3 1,6 4,2 2,5 1,1 2,0 7,8
13 y-terpinen 1065 1054 14,1
14 cis-sabinen hydrat 1073 1065 2,2
15 linalool 1107 1095 234 2,6 1,4 0,2 -

16 okt-1-en-3-ylacetdt 1119 1110 1,0
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Tab. 3 Kvantifikace slozek headspace zkoumanych genotypli maty s uvedenymi reten¢nimi indexy jednotlivych slouc¢enin. Genotypy:
MPC = M. piperita citrata; ML = M. longifolia; MP1 = M. piperita; MPU = M. pulegium; MSP = M. spicata; MC = M. cervina; MV = M.
villosa; MA = M. aquatica; MPB = M. piperita Bergamotova; MAR = M. arvensis; MPP = M. piperita Perpeta; MM = M. microphylla,
MSU = M. suaveolens. V tabulce jsou zvyraznény vzdy 3 majoritni slozky headspace jednotlivych genotypii maty; majoritni slozka
headspace je vyznacena Cervenou barvou, 2. a 3. nejvice zastoupené slouCeniny jsou vyznaceny zelenou a zlutou barvou (pokracovani).

17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

Slozka
oktan-3-yl acetat
menthon
menthofuran
menthol
isomenthol
a-terpineol
dihydrokarvon
pulegon
karvon
piperiton
linalyl acetat
mentyl acetat
piperitenon
a-terpineol acetat
piperitenon oxid

Celkem identifikovano (%)

RI
1131
1160
1170
1179
1179
1198
1204
1245
1250
1260
1263
1301
1347
1356
1373

RIA.
1120
1148
1159
1167
1180
1186
1200
1233
1239
1249

1254 |10

1294
1340
1346
1366

MPC
%
2,0

0,7

2,6

100,0

ML
%

100,0

MPI MPU MSP MC MV MA MPB MAR MPP MM MSU

%

so GG SN

10,3

2,6
2,1

100,0

%

100,0
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%

3.4

6,1
100,0

%

13,9

1,8

3,7

99,9

%

2,7

100,0

%

6,5

0,2

0,3

100,0

%

100,0

%

1,2

6,8

100,0

%

5,5

2,1

100,0

%

5,8

12,8

100,0

%

4,8

15,2
100,0



Pti identifikaci slozek silic, jejich kvantifikaci a nésledné klasifikaci obsazenych
slozek bylo zjisténo, ze 12 ze 13 silic jednotlivych genotypli bylo majoritné slozeno
z oxidovanych monoterpend. Klasifikaci slozek headspace byl zjisténo, Zze majoritné
byly zastoupeny jednoduché i oxidované monoterpeny. Oxidované monoterpeny byly
hlavni slozkou 6 genotypli a jednoduché monoterpeny tvotily majoritné¢ headspace
7 genotypl. NejcastéjSimi slozkami obsazenymi v headspace, které byly klasifikovany
jako oxidované monoterpeny, byly eukalyptol, menthon, menthofuran, pulegon, karvon
a linalyl acetat. V headspace byl nejcastéji pritomen jednoduchy monoterpen limonen,
ktery se vyskytoval u 12 genotyp a tvofil hlavni slozku 5 genotypti. Dale byly
pfitomny jednoduché monoterpeny a-pinen, B-pinen a myrcen. Piikladem zastoupené

aromatické latky byl p-cymen.

V headspace genotypti maty nebyly viibec pfitomné seskviterpeny ani jejich derivaty
(naptiklad aldehydy ¢i ketony). Tato skuteCnost ma jednoduché vysvétleni.
Mezi vyznamné terpeny zastoupené v rostlindch maty patii predevSim monoterpeny
a seskviterpeny. Jejich spole¢nou vlastnosti je tékavost. Monoterpeny jsou vytvaieny
ze dvou isoprenoidnich jednotek (10 uhliki), zatimco seskviterpeny jsou tvofeny tfemi
isoprenoidnimi  jednotkami (15 uhliky). Seskviterpeny se tedy vyznacuji vétsi
molekulovou hmotnosti, coz zplisobuje mensi tékavost téchto latek (Jelen et al., 1995).
V silicich maty se vyskytovaly majoritné monoterpeny a jejich oxidované derivaty,
zatimco mnozstvi seskviterpeni bylo nizké. V headspace, tedy v plynné fazi
nad rostlinnym materialem, byly pfitomny pouze vysoce tékavé monoterpeny, naopak

mén¢ té¢kavé seskviterpeny nepiesly ze vzorku do plynné faze.
4.3 Kvantifikace fenolickych latek

4.3.1 Kvantifikace celkovych fenoli

Celkovy obsah fenolll v rostlindch maty byl stanoven Folin-Ciocalteuovou metodou
s vyuzitim methanolickych extraktii maty. Nejprve byly vypocitany koncentrace

ptvodnich extraktii maty ze vztahu:

hmotnost rostlinného materialu

Cyz = [g.ml™]

objem methanolu

Objem methanolu pouzitého pro extrakci byl 2 ml.
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Jako standard byla vyuzita kyselina gallova. Kalibra¢ni fada pro spektrofotometrické
méfeni sestavala ze 7 roztokli kyseliny gallové o riznych koncentracich
(25-1000 pg.ml™"). Byla sestavena kalibratni kiivka kyseliny gallové (zavislosti

absorbance na koncentraci roztoku), jejiz piedpis byl:
y=10,0011x +0,0172
R*=0,9932

Mnozstvi celkovych fenolii v extraktech bylo stanoveno jako ekvivalent kyseliny
gallové odpovidajici pouzitému mnozstvi extraktu. Nasledné byl tento obsah piepocitan
na mnozstvi celkovych fenoli v ptivodni suché hmoté¢ (DW). Byla zmétena absorbance
jednotlivych vzorkl, méteni probihalo v triplikatech pro jednotlivé genotypy a hodnoty
absorbance byly zaneseny do predpisu kalibra¢ni kiivky. Ekvivalent kyseliny gallové

byl vypocitan nasledujicim zpisobem:
y=10,0011x +0,0172
y...absorbance vzorku (A)
x ...ekvivalent kyseliny gallové odpovidajici objemu dané¢ho vzorku (GAEyz)
GAEvyz = (A - 0,0172)/0,0011 [pug.ml™]

Byl stanoven ekvivalent kyseliny gallové (GAE) odpovidajici 1 g suché hmoty (DW)

dle vztahu:

CAE — GAEyz[ng-ml_l] * kas.gallové[ul]
Vyz[ul] * cyz[g. ml=1] x 1000

[mg ekv. kyseliny gallové na1l g DW]

Vysledky byly zaneseny do Tab. 4.
4.3.2 Kvantifikace flavonolu

Obsah flavonoli v rostlinach maty byl stanoven kolorimetrickou metodou s AlICl;
s vyuzitim methanolickych extrakti maty. Jako standard byl pouzit flavonol kvercetin.
Kalibra¢ni fada pro méfeni se skladala z 5 roztokl kvercetinu o riznych koncentracich
(1-50 pg.ml™). Mefenim zavislosti absorbance roztoku na jeho koncentraci byla

sestavena kalibra¢ni kiivka kvercetinu s nasledujicim predpisem:
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y=0,0237x +0,0358
R?=10,9932

Obsah flavonolt pro dany genotyp maty byl stanoven jako ekvivalent kvercetinu
odpovidajici pouzitému mnozstvi extraktu. Toto mnoZzstvi bylo posléze piepocitano
na obsah flavonoll v piivodni suché hmoté. Absorbance roztokli kvercetinu o rtiznych
koncentracich byla srovnavana s absorbancemi jednotlivych vzorkii. Méfeni probihalo
pro kazdy genotyp v triplikdtu. Ekvivalent kvercetinu byl vypocitdn nasledujicim

zpusobem:
y =0,0237x + 0,0358
y...absorbance vzorku (A)
x ...ekvivalent kvercetinu odpovidajici pouzitému objemu dané¢ho vzorku (KVEy7)
KVEvz = (A - 0,0358)/0,0237 [ug.ml™]

Bylo vypocitano mnozstvi kvercetinu v mg (ekvivalent kvercetinu; KVE)
odpovidajici 1 g suché hmoty (DW) a vysledky byly zaneseny do Tab. 4. Vypocet byl

proveden dle vztahu:

KVE = KVEyz[llg-ml_l] * Vievercetinu[M]
Vyz[ul] * cyz[g.ml=1] * 1000

[mg ekv. kvercetinuna 1l g DW]

4.3.3 Kvantifikace flavononu

Kvantifikace flavononti v extraktech maty byla provedena s vyuzitim kolorimetrické
metody s AlCl;. Jako standard byl vyuzit flavonon naringenin. Kalibracni fada byla
tvofena 5 roztoky naringeninu o riiznych koncentracich (200-1000 pg.ml™). Byla
zjisténa zévislost absorbance roztoku na jeho koncentraci. Kalibracni kiivka kvercetinu

méla nasledujici predpis:
y =0,0004x - 0,0046

R*=0,9962
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Pro kazdy genotyp byl stanoven obsah flavonont jako ekvivalent naringeninu
odpovidajici pouzitému mnozstvi extraktu, toto mnozstvi bylo nasledné piepocitano
na obsah flavonont v ptiivodni suché hmoté. Absorbance roztokti naringeninu o raznych
koncentracich byla srovnavana s absorbancemi jednotlivych vzorkii. Méfeni probihalo
pro kazdy genotyp v triplikatu. Ekvivalent naringeninu byl pro pouzité mnozstvi

extraktu vypocitan néasledujicim zptisobem:
y =0,0004x - 0,0046
y...absorbance vzorku (A)
x ...ekvivalent naringeninu odpovidajici pouzitému objemu daného vzorku (NAEyy)
NAEy; = (A + 0,0046)/0,0004 [pg.ml™]

Poté bylo vypocitano mnozstvi naringeninu v mg (ekvivalent naringeninu; NAE),
které odpovidalo 1 g suché hmoty (DW) a vysledky byly zaneseny do Tab. 4. Vypocet
byl proveden dle vztahu:

NAE = NAEvz[P-g-ml_l] * Vnaringeninu[ul]
Vyz[ul] * cyz[g.ml~1] = 1000

[mg ekv.naringeninuna 1 g DW]

Tab. 4 Kvantifikace celkovych fenoldl, flavonoli a flavonont v jednotlivych genotypech maty.
Mnozstvi dané latky je vyjadieno jako ekvivalent [mg] pouzitého standardu (GAE=kyseliny
gallové, KVE= kvercetinu ¢i NAE=naringeninu) odpovidajici 1 g suché hmoty (DW). V tabulce
jsou uvedeny prumérné koncentrace, méfeni probihalo v triplikdtech (n = 3). Zelené jsou
vyznaceny vzdy 3 genotypy s nejvysSim obsahem celkovych fenolil, flavonolt a flavonont.

Celkové fenoly Flavonoly Flavonony

mg GAE.g™" DW mg KVE.g"* DW mg NAE.g™” DW
Genotyp Pramér SD Prlimér SD Pramér SD
M.pip.citr. 35,96 2,06 14,48 0,75 18,54 1,60
M.longifolia 37,38 2,52 16,83 1,45 8,70 2,58
M.piperita 49,89 5,43 14,12 1,55 29,40 2,78
M.pulegium 46,39 3,05 5,16 0,33 19,83 1,44
M.spicata 47,92 5,02 6,11 0,87 28,90 1,58
M.cervina 14,81 1,09 3,65 0,37 17,55 2,77
M.villosa 52,61 6,38 15,77 0,84 60,29 6,08
M.aquatica 43,32 3,19 14,42 1,34 52,21 5,73
M.pip.Ber. 51,97 3,26 14,42 0,97 39,44 5,07
M.arvensis 35,96 1,01 6,71 0,76 28,13 3,01
M.pip.Per. 29,07 4,35 5,90 0,44 17,67 1,61
M.microp. 40,26 4,14 5,47 0,76 19,43 2,86
M.suaveol. 58,93 8,39 8,28 0,62 19,26 3,21
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Fenolické slouceniny jsou zkoumany v bylinadch zejména z toho diivodu, ze casto
vykazuji antioxidacni aktivitu, jsou také nazyvéany pfirodni antioxidanty. Mezi tyto
latky patii zejména fenolické kyseliny a flavonoidy. Fenolické slouceniny maji velky
vyznam v potravinaiském primyslu, nejvice jsou vyuzivané druhy M. piperita
a M. spicata. Byly vyhodnoceny vysledky kvantifikace celkovych fenold a flavonoidi
(flavonolii a flavononil) v extraktech maty. NejvySsi mnozstvi celkovych fenold bylo
stanoveno v methanolickém extraktu genotypu M. suaveolens (58,93 £+ 8,39 mg
ekvivalentu kyseliny gallové (GAE).g" suché hmoty (DW)). Vysoky obsah celkovych
fenolickych latek byl také zjistén u genotypl M. villosa
(52,61 + 638 mg GAEg' DW), M  piperita ‘Bergamotova *
(51,97 + 326 mg GAE.g' DW), M. piperita (49,89 + 543 mg GAE.g' DW)

v

M. cervina (14, 81 + 1,09 mg GAE.g”' DW).

Nejvyssi  obsah  flavonoli byl  zjistén v genotypu M.  longifolia
(16,83 + 1,45 mg ekvivalentu kvercetinu (KVE).g' DW). Vysoké hodnoty byly
stanoveny také u genotypit M. villosa (15,77 + 0,84 mg KVE.g'DW) a M. piperita
citrata (14,48 + 0,75 mg KVE.g' DW). Genotyp M. villosa vykazoval nejvyssi

mnozstvi flavononi (60,29 + 6,08 mg ekvivalentu naringeninu (NAE).g™! DW). Nejnizsi

obsah flavonont byl zjistén u genotypu M. longifolia.

Vysledky byly porovnany s literaturou. Pro kvantifikaci celkovych fenold, flavonolii
a flavononl byly pouzity tfi metody, které vyuzivaly rizné standardy. MnozZstvi
jednotlivych stanovenych latek v rostlinach, napiiklad obsah celkovych fenola
a flavonoll, tedy nelze pro jednotlivé genotypy vzajemné porovnavat, jelikoz
ke kvantifikaci téchto latek byly pouzity ekvivalenty rtiznych standardd. Z tohoto

divodu vykazuji nékteré genotypy vyssi obsah flavonoida nez obsah celkovych fenolt.

V tad¢ studii bylo zjisténo, Ze genotyp M. suaveolens vykazuje vysoky obsah
fenolickych latek (Mehrdad, 2016), coz koreluje s vysledky prace — tento genotyp
obsahoval nejvyssi mnozstvi celkovych fenoli. Domaci genotyp M. villosa vykazoval
nejvyssi obsah flavonont a druhy nejvyssi obsah flavonoll a celkovych fenola ze vSech
zkoumanych genotypii. Vysoky obsah téchto latek lze pficist tomu, ze tento genotyp je
ptibuzny M. suaveolens, vznikl kiizenim tohoto genotypu s M. spicata. V literatute je

také udavano, ze vysoké mnozstvi fenolil je obsazeno v rostlindich maty peprné a maty
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klasnaté (M. piperita a M. spicata), coz odpovida vysledkim. Genotypy M. piperita
a M. piperita ‘Bergamotova‘ obsahovaly vysoké mnozstvi celkovych fenoll, flavonoll
1 flavonona. Vyjimkou byl doméci kultivar M. piperita cv. Perpeta. Tento genotyp
M. piperita citrata obsahoval niz§i mnozstvi celkovych fenolii a flavononi, jedna se

sice o genotyp vyslechtény z maty peprné, ale je piibuzny genotypu M. aquatica.
4.4 Stanoveni antioxidacni aktivity extrakti a silic

Antioxidacni aktivita extrakti a silic maty byla stanovena pomoci metody DPPH
s vyuzitim standardu troloxu. Kalibratni ftada obsahovala 5 roztokii troloxu
o koncentracich 0,01-0,1 mg.ml”'. Byla vypoétena antioxidagni aktivita (AA) roztoki

troloxu dle zmény absorbance béhem 30 minut dle vzorce:
AA =[(A0-A30)/A0]*100 [%]

Byla sestavena kalibracni kiivka zavislosti antioxida¢ni aktivity troloxu na jeho

koncentraci, kterd méla nasledujici predpis:
y =358,62 x + 4,20
R*=0,9982

Antioxidacni aktivita extraktl a silic maty byla stanovena jako ekvivalent standardu
troloxu. Pokles absorbance pfi pouziti extraktd ¢i silic maty byl srovnan se zménou
absorbance pfi pouziti antioxidantu troloxu. Z rovnice kalibra¢ni kiivky byla dle zmény
absorbance vzorku vypo&itana koncentrace roztoku troloxu [mg ekv. troloxu.ml™], které
svymi antioxidacnimi ucinky odpovidalo pouzit¢é mnozstvi extraktu ¢i silice maty.
V piipad¢ extrakti byla tato hodnota piepocitina na ekvivalent troloxu [mg]
odpovidajici 1 gramu suché hmoty (DW). Antioxida¢ni aktivita silic byla vypocitana
jako ekvivalent troloxu [mg] odpovidajici 1 ml silice. Méteni probihalo v triplikatech
pro jednotlivé genotypy a vysledkem byla primémd hodnota koncentrace troloxu
(mg ekv. troloxu.g’ DW & mg ekv. troloxu.ml’ silice). Vysledky byly zaneseny
do Tab. 5 a Tab. 6 a byly porovnany s literaturou.
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Tab. 5 Antioxidacni aktivita methanolickych extrakti maty, stanovena jako ekvivalent
standardu troloxu odpovidajici 1 g suché hmoty (DW). V tabulce je uvedena primérna hodnota
koncentrace, méfeni probihalo v triplikatech. Zelené¢ jsou vyznaCeny extrakty s nejvysSsi

Tvvr

Extrakty Antioxidacni aktivita

Genotyp mg ekv. troloxu.g™ DW sD RSD (%)
M. villosa 106,04 3,26 3,1
M. suaveolens 91,65 2,92 3,2
M. longifolia 91,01 8,95 9,8
M. piperita Bergamot. 90,60 1,48 1,6
M. spicata 88,96 10,38 11,7
M. piperita 85,90 8,53 9,9
M. piperita citrata 84,34 6,54 7,8
M. pulegium 68,24 3,34 4,9
M. aquatica 67,70 7,65 11,3
M. microphylla 57,71 6,42 11,1
M. arvensis 54,65 5,30 9,7
M. piperita Perpeta 52,63 5,48 10,4
M. cervina 22,79 1,85 8,1

Tab. 6 Antioxidaéni aktivita silic maty, stanovend jako ekvivalent standardu troloxu
odpovidajici 1 ml silice. V tabulce je uvedena prumérna hodnota koncentrace, méfeni probihalo
v triplikatech. Zelen€ jsou vyznaceny silice s nejvyssi a nejnizsi antioxidacni aktivitou.

Silice Antioxidacni aktivita

Genotyp mg ekv. troloxu.ml™ silice SD RSD (%)
M. aquatica 43,86 0,33 0,8
M. pulegium 40,01 0,86 2,2
M. longifolia 22,10 0,56 2,5
M. cervina 20,96 0,19 0,9
M. spicata 14,70 0,56 3,8
M. villosa 8,01 0,74 9,3
M. arvensis 7,83 0,21 2,7
M. microphylla 7,28 0,10 1,4
M. suaveolens 7,11 0,15 2,1
M. piperita Perpeta 7,09 0,89 12,6
M. piperita Bergamot. 4,56 0,73 15,9
M. piperita 2,85 0,38 13,4
M. piperita citrata 2,71 0,34 12,4
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Nejprve byla zjistovana antioxidacni aktivita methanolickych extraktl maty, ktera
byla nasledné piepocitdna na mnozstvi troloxu odpovidajici 1 g suché hmoty (DW).
Extrakty vSech genotypli maty vykazovaly schopnost donorii elektronii, byly tedy
schopné redukce radikald DPPH a jejich pfemény na neutrdlni produkty. Nejvyssi
antioxidacni aktivita byla zjiSténa u genotypu M. villosa
(106,04 + 3,26 mg ekv. troloxu.g’ DW). Vyssi antioxidadni aktivita extrakti byla
zjisténa také u genotypt M. suaveolens, M. longifolia a M. piperita Bergamotova

v v

stanovena u extraktu genotypu M. cervina (22,79 + 1,85 mg ekv. troloxu.g”' DW).

Je udévéano, ze fenolické slouceniny obsazené v rostlinach odpovidaji za jejich
antioxidac¢ni vlastnosti (Farnad et al., 2014; Dorman et al., 2003). Antioxidac¢ni aktivita
extrakti maty byla porovnana s vysledky kvantifikace fenolickych sloucenin
v jednotlivych genotypech. Nejvyssi obsah celkovych fenold byl stanoven u genotypt
M. suaveolens, M. villosa a M. piperita Bergamotova, u téchto genotypt byla zjiSténa
také nejvyssi antioxidacni aktivita. Zajimavym genotypem byl pfedev§im M. villosa,
ktery se vyznaCoval nejvyssi antioxidacni aktivitou a z pfedchozich vysledki je ziejmé,
ze tento genotyp obsahoval jak vysoké mnozstvi fenold, tak i1 flavonoll a flavonond.
Téchto vlastnosti je mozné vyuzit v potravinaistvi. Vysoka antiradikalova aktivita byla

také stanovena pro genotyp M. longifolia, ktery obsahoval nejvyssi mnozstvi flavonolt

cvwvr

cw w7

Byl sestaven graf zavislosti obsahu celkovych fenolickych slou¢enin v jednotlivych
genotypech maty na antioxidacni aktivité methanolickych extrakti (Obr. 16). Byla
dokézana korelace mezi obsahem celkovych fenolii a antioxidacni aktivitou rostlin
maty. Za antioxidacni aktivitu rostlin maty zodpovidaji predevsim fenolické kyseliny
a flavonoidy. Ptikladem fenolickych kyselin obsazenych v rostlinach maty mohou byt
kyselina kavova a jeji derivaty. Pfirodnimi antioxidanty obsazenymi v rostlinach
a klasifikovanymi jako flavonoidy mohou byt kvercetin, myricetin a kamferol a jejich

glykosidy (Kdhkonen et al., 1999).
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Obr. 16 Zavislost obsahu celkovych fenoli v jednotlivych genotypech maty na jejich
antioxidac¢ni aktivité.

Stanovena byla také antioxidacni aktivita silic jednotlivych genotypti maty. Silice
vSech genotypli vykazovaly antioxidacni vlastnosti. Nejvyssi antioxidacni aktivitu
vykazovala silice M. aquatica (43,86 + 0,33 mg ekvivalentu troloxu.ml'l), vysokou
antioxida&ni aktivitu méla také silice M. pulegium (40,01 + 0,86 mg ekv. troloxu.ml™).
NejnizS§i  aktivita byla zjiSténa u silice genotypu M. piperita citrata
(2,71 + 0,34 mg ekv. troloxu.ml™). Vysledky stanoveni aktivity byly porovnany

s identifikaci sloZek silic jednotlivych genotyp maty (viz. kapitola 4.1) a s literaturou.

Ve studiich je uvadéno, ze mezi slozky silic s antioxida¢ni schopnosti vyskytujici
se v rostlinach pati zejména thymol a karvakrol (Cavar et al, 2008). Thymol byl
pfitomen pouze vsilici M. longifolia (19,5 %) a tato silice vykazovala vyssi
antioxida&ni aktivitu (22,1 + 0,56 mg ekv. troloxu.ml™). Silice M. aquatica, ktera mé&la
nejvyssi antioxidacni aktivitu ze zkoumanych genotypd maty, byla majoritné slozena
z menthofuranu.  Menthofuran je  vyznamnym  antioxidantem  vyskytujicim
se vrostlinaich maty. Ve studiich bylo zjiSténo, Ze tato latka vykazuje vyssi

antioxidacni schopnosti nez a-tokoferol (Racine a Auffray, 2005).

Majoritni slozkou silice M. pulegium byl pulegon. V fad¢ studii byla zkouména
antioxidacni aktivita silic maty. Bylo prokazéano, Ze silice majoritné tvofené pulegonem

vykazovaly vysokou antioxida¢ni aktivitu (Meral et al., 2002). Silice genotypl
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M. villosa, M. arvensis a M. microphylla byly majoritn¢ slozené z karvonu a m¢ély

podobnou antioxida¢ni aktivitu (7,28 — 8,01 mg ekv. troloxu.ml™ silice).

Volné radikaly hraji vyznamnou roli v oxida¢nim stresu, jehoz diisledkem mitize byt
fada chorob, naptiklad ateroskler6za ¢i nckteré neurodegenerativni poruchy.
Antioxidanty maji schopnost tyto radikaly eliminovat a redukovat tak oxidac¢ni stres.
Extrakty i silice maty vykazovaly antioxida¢ni schopnosti vii¢i DPPH radikalim. Tyto
pfiznivé vlastnosti rostlin maty mohou byt vyuzivany napiiklad v potravinaiském
¢1 farmaceutickém pramyslu. Antioxidanty jsou cCasto vyuzivany v potravinaiském
prumyslu jako konzervanty, ovSem studie dokazuji, ze syntetické antioxidanty maji fadu
vedlejSich ucinkl. Proto existuje snaha nahrazovat syntetické antioxidanty pfirodnimi

latkami s antioxida¢nimi vlastnostmi (Dorman et al., 2003).
4.5 Stanoveni antityrosinasové aktivity extraktua a silic

Antityrosinasova aktivita extraktd a silic maty byla stanovena pomoci ekvivalentu
standardu kyseliny kojové. Bylo pfipraveno 7 roztoka kyseliny kojové o koncentracich
0,005-0,1 mg.ml™". Pro stanoveni inhibi¢ni aktivity byla zvolena logaritmicka kalibra¢ni
kiivka zavislosti logaritmu absorbance roztoku na logaritmu koncentrace roztoku

kyseliny kojové, jejiz predpis byl:
y=-0,4672x - 1,8403
R*=0,968

Byly zméfeny absorbance roztoki pifi pouziti extrakti ¢i silic, tyto hodnoty byly
zlogaritmovany a nasledné¢ dosazeny do ptedpisu kalibracni kiivky za ucelem zisku
logaritmické hodnoty koncentrace kyseliny kojové. Ziskané hodnoty byly
odlogaritmovany a pro kazdy extrakt ¢i silici byl ziskdn ekvivalent kyseliny kojové
[mg.ml™], ktery odpovidal pouzitému objemu extraktu &i silice. V piipadé extraktu bylo
mnozstvi standardu piepocitino na mnozstvi kyseliny kojové v pg odpovidajici
1 g suché hmoty (DW). Antityrosinasovéa aktivita silice byla stanovena jako ekvivalent
kyseliny kojové v mg odpovidajici 1 ml silice. Vysledky byly zaneseny do Tab. 7

a Tab. 8 a byly porovnany s literaturou.
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Tab. 7 Uginek extrakti maty na inhibici tyrosinasy, stanoveny jako ekvivalent inhibitoru
kyseliny kojové [ug] odpovidajici 1 g suché hmoty (DW). V tabulce je uvedena primérna
hodnota koncentrace, méfeni probihalo v triplikatech. Zelen¢ jsou vyznaceny extrakty s nejvyssi

v

7

Extrakty Antityrosinasova aktivita

Genotyp pug ekv.kojové kyseliny.g* DW SD RSD (%)
M. pulegium 123,89 5,64 4,55
M. piperita 102,82 15,16 14,74
M. cervina 91,77 6,11 6,66
M. piperita Per. 75,74 1,06 1,40
M. spicata 56,29 7,54 13,39
M. longifolia 50,36 6,70 13,30
M. villosa 49,83 6,12 12,29
M. piperita citr. 43,51 0,89 2,05
M. suaveolens 43,01 1,10 2,55
M. arvensis 41,60 0,003 6,27
M. microphylla 40,97 3,45 8,42
M. aquatica 38,45 1,75 4,54
M. piperita Ber. 36,11 6,47 17,91

Tab. 8 Uginek silic maty na inhibici tyrosinasy, stanoveny jako ekvivalent inhibitoru kyseliny
kojové [mg] odpovidajici 1 ml silice. V tabulce je uvedena primérna hodnota koncentrace,
probihalo v triplikatech. Zelené¢ jsou vyznaceny

meéfeni

antityrosinasovou aktivitou.

silice

s nejvyssi

a nejnizsi

Silice Antityrosinasova aktivita

Genotyp mg ekv. kojové kyseliny.ml™ silice SD RSD (%)
M. piperita Ber. 636,97 32,58 5,12
M. pulegium 403,19 55,93 13,87
M. microphylla 164,06 22,28 13,58
M. piperita citr. 120,58 19,40 16,09
M. villosa 75,63 9,95 13,15
M. cervina 56,61 7,21 12,73
M. arvensis 54,36 12,09 22,23
M. piperita 42,01 6,55 15,60
M. suaveolens 40,31 3,41 8,46
M. piperita Per. 26,87 7,54 28,07
M. longifolia 1,73 0,15 8,72
M. aquatica 1,42 0,19 13,55
M. spicata 1,33 0,21 15,71
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Nejprve byl stanoven ucinek methanolickych extraktl maty na inhibici enzymu
tyrosinasy. Extrakty vSech genotypl vykazovaly mirnou antityrosinasovou aktivitu.
Nejvyssi  aktivita byla  zjisttna u  extraktu  genotypu M.  pulegium
aktivita byla stanovena u extraktu M. piperita Bergamotova
(36,11 + 6,47 ug ekv. kys. kojové.g" DW). Vysledky byly porovnany s kvantifikaci
celkovych fenoll v extraktech maty a se stanovenim antioxida¢ni aktivity. V literatufe
je udavano, ze obsah celkovych fenolickych sloucenin v rostlinach, jejich antioxida¢ni
a antityrosinasova aktivita Casto koreluji (Wang et al., 2011). Porovnanim vysledkt
bylo zjisténo, Ze antioxidacni aktivita extraktl maty byla pfimo Umérna obsahu
celkovych fenolii, ale nebyla zjiSténa korelace mezi obsahem celkovych fenola

v extraktech maty a jejich antityrosinasovou aktivitou.

Byla stanovovéna také antityrosinasova aktivita silic maty. Silice vSech genotypt
vykazovaly antityrosinasovou aktivitu. Rozdily mezi jednotlivymi genotypy byly
signifikantni. NejvySsi antityrosinasovou aktivitu vykazovala silice M. piperita
Bergamotova (636,97 + 32,58 mg ekv. kys. kojové.ml™ silice). Uinek na inhibici
tyrosinasy byl také vysoky u silice M. pulegium (403,19 £+ 55,93 mg
(1,33 + 0,21 mg ekv. kys. kojové.ml™). Vysledky byly porovnany se sloZenim

zkoumanych silic maty a také s literaturou.

Silice M. piperita Bergamotova, kterda mé¢la nejvyssi antityrosinasovou aktivitu, byla
majoritné sloZzend z monoterpenu linaloolu (45,9 %). Ve studiich bylo prokézano,
ze silice bohat¢ na linalool maji Casto vysokou enzymovou inhibi¢ni aktivitu
(Souza et al, 2012). Tento ucinek muze byt vysvétlen chelataénimi vlastnostmi
linaloolu. Tyrosinasa je enzym obsahujici dva atomy médi. Podstatou inhibi¢niho
ucinku latek vaci tyrosinase je chelatace médi v aktivnim misté enzymu, coz vede
k ireverzibilni inaktivaci enzymu (Kim a Uyama, 2005). Inhibitory tyrosinasy jsou
napiiklad kvercetin ¢i kamferol. Linalool mé& vyznamné -chelatacni vlastnosti
a je schopen inhibovat tyrosinasu stejnym zptisobem jako tyto latky. Linalool byl také
majoritni slozkou silice M. piperita citrata (33 %), kterd vykazovala vyssi inhibi¢ni

aktivitu (120,58 + 19,40 mg ekv. kys. kojové.ml™).
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Tyrosinasa je vyznamnym enzymem V biosyntéze pigmentu melaninu. Melanin
zodpovida za ochranu kiize pred skodlivym UV zafenim. Velky vyznam maji inhibitory
jsou pouzivany zejména pii 1écbé hyperpigmentace kize. Vyznamné jsou také
pro potravinaisky primysl. Tvorba melaninu zodpovidd za vznik hnédych skvrn
na ovoci a latky sinhibi€ni schopnosti jsou pouzivany pro zabranéni hnédnuti.
V posledni dobé jsou také tyto inhibitory vyuzivany k vyrobé kosmetickych produkta
bélicich kizi (Kadekaro et al., 2003).
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5 ZAVER

Byla zpracovana teoretickd cast prace, kterd se vénuje rodu maty a vybranym
genotypim maty, sekunddrnim metabolitim rostlin a zplGsobim charakterizace
pfirodnich produkt. Teoretickd cast prace byla zaméfena na sekunddrni metabolity
vyskytujici se v maté. Byly popsany metody izolace sekundarnich metaboliti maty

a metody jejich analyzy.

Experimentalni ¢ast je vénovana analyze vybranych genotypti maty. S vyuzitim
techniky GC-MS byla provedena kvantifikace slozek silic vybranych genotypti maty,
kvantifikace slozek headspace a vysledky byly srovnany s literaturou. Cilem bylo
srovnat 13 genotypll na zaklad¢ slozeni silic a headspace. V silicich maty bylo
identifikovano celkem 64 sloucenin. S vyjimkou genotypu M. longifolia byly silice
sloZzené majoritné z oxidovanych derivati monoterpeni (tvotily vice nez 60 % slozeni
silic), v mensi mife byly pfitomny seskviterpeny. Silice M. longifolia byla slozena
z aromatickych slou¢enin (30,8 %), oxidovanych (30,8 %) a jednoduchych
monoterpentl (29,1 %). Nej€astéji zastoupenymi majoritnimi slozkami silic jednotlivych
genotypll byly oxidované monoterpeny eukalyptol, menthon, menthofuran, pulegon

a karvon. V headspace zkoumanych genotypt bylo identifikovano 31 slozek.

DalSim zcild bylo stanovit obsah celkovych fenoll, flavonoli a flavononi
v extraktech maty a porovnat obsah téchto latek v jednotlivych genotypech. Nejvyssi
mnozstvi celkovych fenoli bylo zjiSténo v extraktu genotypu M. suaveolens
(58,93 + 8,39 mg GAE.g' DW). Nejvyssi obsah flavonoli byl zjistén u genotypu
M. longifolia (16,83 + 1,45 mg KVE. g! DW). Z hlediska obsahu fenolickych latek
je zajimavy predevsSim genotyp M. villosa, ktery m¢l vysoky obsah celkovych fenolt,

flavonold a nejvyssi obsah flavononi (60,29 + 6,08 mg NAE.g”' DW).

Dale byla stanovovana antioxidacni aktivita extraktd a silic maty. Antioxidanty hraji
vyznamnou roli v redukci oxida¢niho stresu. Cilem stanoveni bylo odhalit potencialni
antioxidacni schopnost genotypli maty. Byla zjiSténa korelace mezi antioxidacni
aktivitou extrakti a obsahem celkovych fenoli v jednotlivych genotypech maty
- vysoky obsah fenolickych latek je pfimo tmérny antioxidac¢ni aktivité methanolickych
extraktd. Nejvyssi antioxidacni aktivita extraktu byla zjiSténa u genotypu M. villosa
(106,04 + 326 mg ekv. troloxu.g' DW), tento genotyp mé&l také vysoky obsah

fenolickych latek. Téchto skuteCnosti lze vyuzit v komercni sféfe, extrakt by mohl
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slouzit jako zdroj polyfenolickych latek ¢i antioxidant v potravinafstvi.
Silice M. aquatica vykazovala nejvyssi antioxidacni aktivitu
(43,86 + 0,33 mg ekv. troloxu.ml™). Majoritni slozkou silice byl menthofuran, latka

s vyznamnymi antioxida¢nimi G¢inky.

Poslednim z cili bylo stanovit enzymovovou inhibi¢ni aktivitu genotypli maty.
Tyrosinasa je vyznamnym enzymem ovliviiujicim biosyntézu pigmentu melaninu.
Syntetické inhibitory tyrosinasy maji velky vyznam, jsou pouzivany zejména
v mediciné k 1é¢bé hyperpigmentace kiize. Dale jsou také vyuzivané v potravinarském
prumyslu, ptisobi proti hnédnuti ovoce a zeleniny, ale maji pouze omezené vyuziti
z diivodll alergennich U¢inki. Je provadéna fada studii zkoumajicich antityrosinasové
vlastnosti pfirodnich latek s cilem vyuziti téchto latek v mediciné a v primyslu. Byly
zjistény signifikantni rozdily mezi aktivitou silic a extrakti jednotlivych genotypi.
V pfipadé hodnoceni extraktu mél nejvySsi aktivitu genotyp M. pulegium
(123,89 + 5,64 pg ekv. kys. kojové.g'DW), v piipadé silice M. piperita ‘Bergamotova
(636,97 + 32,58 mg ekv. kys. kojové.ml'). Nebyla zjisténa korelace
mezi antityrosinasovou aktivitou extraktli maty a obsahem fenoli. Majoritni slozkou
silice M. piperita, ‘Bergamotova ‘ byl linalool, ktery ma chelata¢ni UCinky a je tudiz
schopen inhibovat tyrosinasu. Tento efekt Ize komercné vyuzit k produkci ptipravka

s lé¢ivym ucinkem zaméfenych na regulaci pigmentace a v potravinaistvi.

Vysledky dokladaji  vSestranné pouziti rostlin a produkti rodu Mentha.
Mezi multifunkéni genotypy patii M. villosa, kvili své citronové vonici silici,
vysokému obsahu fenolickych latek a vysoké antioxidacni aktivité. Z péstitelského
hlediska je tento genotyp také vyhodny, dobie se mnozi, v podminkdch CR dobie
pfezimuje, vzhledem ke svym chlupatym listim je neatraktivni pro Skiidce a netrpi

témet zadnymi chorobami.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

2,4-DNPH
AAPH
ABTS
DMAPP
DMSO
DPPH
DW

GAE

GC-FID

GC-MS

GPP
IPP
KVE
L-DOPA
LPP
NAE
NOS
ORAC
RI
ROS
SPE

TPP

2,4-dinitrofenylhydrazin
2,2"-azobis-(2-amidinopropan)-dihydrochlorid
2,2-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)
dimethylalyldifostat

dimethylsulfoxid

2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl

angl. dry weight (sucha hmota)

ekvivalent kyseliny gallové

plynova chromatografie s plamenovym ioniza¢nim detektorem
(angl. GC — Flame Ionization Detector)

plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii (angl. Gas
chromatography — Mass spectrometry)

geranyldifosfat

isopentenyldifosfat

ekvivalent kvercetinu

L-3,4-dihydroxyfenylalanin

linalyldifosfat

ekvivalent naringeninu

reaktivni formy dusiku (angl. reactive nitrogen species)
angl. oxygen radical absorbance capacity

retenéni index

reaktivni formy kysliku (angl. reactive oxygen species)
angl. solid phase extraction

thiamindifosfat
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